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(54) Tide: NOVEL POLYMERIC COMPILES FOR THE TRANSFECTION OF NUCLEIC ACIDS, WITH RESIDUES CAUSING 
TOE DESTABEJSATION OF CELL MEMBRANES 

(54) litre: NOUVEAUX COMPLEXES POLYMERIQUES POUR LA TOANSFECHON D'ACCDES NUCLEIQUES, AVEC DES 
RESIDUS DESTABUISANT DES MEMBRANES CELLULAIRES 

(57) Abstract * v ^ > ; 

The invention concerns a complex between at least a (negatively charged) nucleic acid and at least a positively charged polymeric 
conjugate, the bond between the nucleic acid and the polymeric conjugate being electrostatic in nature, the polymeric conjugate containing 
a polymer formed by monomer units bearing free NH3+ functions, and being such that: the tree NH3+ functions of said monomer units 
are substituted in a ratio of at least 10 % by residues causing in weak acid medium destabilisation of cell membranes; in particular the 
endocytosis vesicle membrane, and/or endosomes; said residues having further the following properties: they comprise a functional group 
for being fixed to said polymer, they are not active as recognition signal identified by a cell membrane receptor, they can comprise at least 
one tree NH3+ function; said uncharged residues having further the following properties: they comprise at least a hydroxy 1 group, they are 
not active as recognition signal identified by a cell membrane receptor, the hydroxy] groups of said uncharged residues being capable of 
being substituted by at least a molecule which constitutes a recognition signal identified by a cell membrane receptor, with reservation that 
the whole set of free NH3+ functions is at least 30 % of the number of monomer units of the polymeric network of said polymeric conjugate. 

(57)Abrege* 1 

L* invention concerne un complexe entre an moins un acide nucl6ique (charge* negativement) et au moms un conjugue* polymerique 
charge* positivement, la liaison entre 1* acide nuclelque et le conjugue' polymerique £tant de nature electrostatique, !e conjugue' poiymerique 
contenant un polymere forme* de motifs monomeres portant des fonctkms NH3* Iibres, et etant tel que: les fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres sent substitutes dans un rapport d'au moins 10 %, par des residus entramant en milieu faiblcment acide une 
destabilisation des membranes ceHulaires, notamment la membrane des vesicules d'endecytose, et/ou des endosomes; les susdits residus 
possedant en outre les proprietes suivantes: ils component un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au susdit polymere; ils ne sont 
pas actifs en tarn que signal de reconnaissance reconnu par un receptcur membranaire celiulaire; ils peuvent importer au moins une fonction 
NH3* libre; les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes suivantes: ils component au moins un group hydroxyie; ils ne 
sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu par un receptcur membranaire celiulaire; les groupes hydroxyles des susdits 
residus non charges pouvant etre substitute par au moins une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur 
membranaire celiulaire, sous reserve que rensemble des fonctions NH3* librcs soit d'au moins 30 % du nombre des motifs monomeres du 
squelette polymerique du susdit ccnjugu6 pcJymerique. 
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NOUVEAUX COMPLEXES POLYMERIQUES POUR LA TRANSACTION D'AODES NUCLEIQUES, AVEC DES 
RESIDUS DESTABHJSANT DES MEMBRANES CELLULAIRES 

L' invention a pour objet de nouveaux complexes d'acides nucltiques et de 
polymere substitut par des residus entrainant la destabilisation des membranes 
cellulaires. 

L' introduction d'un g£ne etranger dans line cellule est la base de la 
thcrapie genique. Le transfert de genes peut etre obtenu en utilisant soit tin 
materiel viral modifie (vims de la vaccine, retrovirus, adenovirus ou vims de 
l'herp&s), soit en utilisant des vecteurs non viraux (lipides cationiques, 
liposomes). Les premiers bien qu'efficaces, presentent des problemes de 
securite. Pour les derniers, l'efficacitt est fortement diminute en presence de 
strum et de ce fait leur utilisation est restreinte k Vin vitro ou & Vex vivo. 

La poly lysine qui peut former des complexes electrostatiques stables avec 
un ADN plasmidique est a la base du developpement de vecteurs non viraux 
pour transferer des genes dans des cellules animates. 

Les complexes d'ADN et de polylysine non substitute ne sont 
gtntralement pas efficaces pour transfecter des cellules du fait de la trfcs grande 
stability des complexes (done dissociation et relargage de l'ADN faibles) dans 
les conditions physiologiques par suite d'une tres grande cooperativite des 
interactions polycation-polyanion. 

L'efBcacitt de transfection peut etre amtliorte lorsque le nombre de 
charges prtsent sur le polypeptide est diminut afin de reduire les forces 
d' interactions entre l'ADN et la polylysine. Par exemple, lorsque 40% des 
fonctions e-NH3 + des residus lysine de la polylysine sont partiellement 
neutralisees par des dtrivts polyhydroxyalcanoyles tels que la 5-gluconolactone, 
les complexes ADN/polylysine partiellement gluconoylte sont plus efficaces que 
les complexes ADN/polylysine pour transfecter les cellules. 

La polylysine peut etre substitute par des ligands specifiques de recepteurs 
presents & la surface des cellules et capables d'induire une endocytose sptcifique 
des complexes avec un ADN plasmidique par des cellules cibles. 

Des conjuguts obtenus en substituant de la polylysine par 
1'asialoorosomucoide, la transferrine, rinsuline, des immunoglobulins et des 
facteurs de croissance ont ttt proposes comme vecteurs guides de plasmides. 
Cependant, ces ligands proteiques rendent les complexes trts immunogeniques. 

La polylysine peut etre substitute par des ligands de petite masse 
moltculaire moins immunogenes tels que des sides et oligosides reconnus par 
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des recepteurs membranaires sp&ifiques (lectines membranaires) a la surface 
des cellules cibles. La poly lysine glycosylfie a et£ proposee comme vecteurs non 
viraux parfaitement definis pour transferer des gbnes. 

De nombieuses cellules animates possedent des lectines membranaires qui 
reconnaissent des oligosides de structures variees et qui induisent l'endocytose 
de leurs ligands. Par exemple, la lectine membranaire des cellules du 
parenchyme hfipatique reconnait des structures glucidiques comportant un residu 
galactose en position terminate, ce qui est le cas des glycoproteines s6riques 
desialylees. La specificite des lectines membranaires depend du type cellulaire et 
de T6tat de differentiation des cellules. 

L'efficacit£ de la transfection des complexes ADN/polylysine glycosylfe 
depend du taux de substitution de la polylysine par des osides : les transfections 
les plus efficaces sont obtenues lorsque 30 a 40% des fonctions e-NH3 + des 
residus lysine de la polylysine sont substitutes par des mono- ou des 
dissacharides. 

Dans le brevet frangais n° 2,719,316, il a ete montre que 1'utilisation de la 
polylysine partiellement gluconoylfc comportant un nornbre des charges 
positives d&fi r6duit permet d'abaisser d'un facteur 5 i 10 le nombre d'osides 
qu'il est ndcessaire de fixer sur le polym&re;pour obtenir une bonne efficacit6 de 
transfection des complexes ADN/polylysine glycosylfe et ghiconoytee. 
L'utilisation de la polylysine partiellement gluconoytee permet d'augmenter la 
solubility des complexes et de r6duire leur taille aux environs de SO nm. 

Le transport des plasmides par des vecteurs non viraux susceptibles d'etre 
reconnus specifiquement par des composes de la membrane plasmique des 
cellules reteve d'une demarche imitant le mecanisme d'entree du materiel 
genetique viral dans une cellule. Dans tous les cas decrits, les complexes 
ADN/polym&re polycationique sont entrain£s dans des v&icules d'endocytose, 
dans des endosomes et probablement dans d'autres compartiments 
intracellulaires phis profonds, 61oign6s de la membrane plasmique. 

Le passage transmembranaire de l'ADN plasmidique est de ce fait une 
6tape critique vis & vis de la libdration dudit ADN dans le cytosol pour son 
passage dans le noyau, oh le gene sera exprime. 

Dans tous les cas decrits, des auxiliaires de passage transmembranaire sont 
utilises pour favoriser le passage de l'ADN dans le cytosol. II s'agit : 

- de la chloroquine 

- d'adenovirus defectifs 

- des peptides penn&abilisants et/ou fusiog&nes 
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a) La chloroquine est une base faible utilis& a SO pM ou 100 /iM en 
culture in vitro, pour certaines cellules ces concentrations sont toxiques. La 
chloroquine, qui est permdante traverse la membrane et s'accumule dans les 
compartiments acides, parce qu'elle comporte des amines de faible pK qui 
captent des protons ; la chloroquine proton6e est cationique et moins penn£ante. 
L'acidification des endosomes et des lysosomes est due k une enzyme 
membranaire qui injecte des H+ a partir du cytosol, dans les v6sicules ; pour 
r&ablir r&ectroneutralitfi cette accumulation de proton s'accompagne d'une: 
entree d'ions chlorure C1-. Au fur et a mesure que la chloroquine s'accumule, 
les protons et les chlonires s'accumulent 6galement, ce qui provoque une 
augmentation de la force ionique intrav6siculaire qui induit rarrivfe d'eau, d'ou 
le gonflement des vesicules et lew destabilisation. La concentration 
intracellulaire de la chloroquine peut etre phis de 100 fois supfrieuxe k sa 
concentration dans le milieu, apres quelques heures. EUe peut done depasser 
10 mM. Ce phenomfcne est comparable a ce qui se passe chez les personnes qui 
utilisent une dose quotidienne de 300 mg de chloroquine par jour. Apr&s 
quelques jours, la concentration plasmadque est aux environs de 0,7 /xM, la 
concentration tissulaire est 200 k 700 fois plus 61ev&, soit 140 k 500 /iM. Et a 
rinterieur des cellules, les compartiments acides peuvent atteindre des 
concentrations plusieurs dizaines de fois plus fortes. On sait par ailleurs que des 
concentrations 10 mM de chloroquine (concentration obtenue apres quelques 
heures en ayant utilise une concentration initiate de chloroquine de 100 /iM) 
favorise la dissociation des complexes ADN/polylysine. 

La chloroquine en association avec les complexes ADN/polylysine dans le 
transfert de gene n'est utilisable que dans des applications in vitro ou ex vivo du 
fait de sa toxicity et de sa rapide dilution apres injection chez l'individu. En 
effet, in vivo, pour atteindre les concentrations elev6es citees ci-dessus, il four 
plusieurs jours. Or il a 6te montre in vitro que dans les cellules pretraitfies k la 
chloroquine, regression des gfcnes transf<6r£s 6tait trfcs faible. En outre, si la 
chloroquine est ajoutee phis de trois heures aprds 1' incubation des cellules en 
presence des complexes, la transfection est tres faible. C'est pour ces raisons 
que la chloroquine, qui est un trfcs bon auxiliaire in vitro, n*est pas efficace in 
vivo. 

b) Les proprietes fusiogenes en milieu acide des particules d' adenovirus 
ddfectifs sont utilis6es pour favoriser le passage de 1'ADN dans le cytosol k 
partir des vesicules d'endocytose. Les adenovirus possedent des proteines de 
fusion actives en milieu legerement acide. Les adenovirus ddfectifs peuvent etre 
utilises libres ou fixfe aux complexes ADN/polylysine. 
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L'utilisation de particules virales meme defectives pose cependant des 
problSmes de s6curit6. Les adenovirus induisent une ties forte reponse immune 
aprfcs injection avec les complexes. 

c) Des peptides permeabilisants et/ou ftisiogfcnes en milieu legerement 
acide sont utilises comme auxiliaires pour favoriser le passage de l'ADN dans le 
cytosol. n s'agit principalement de peptides de 20 acides amines derivant des 
proteines de fusion de virus comme par exemple le peptide //-terminal de la sous 
unit6 HA2 de rhfimagglutinine du virus de la grippe, ou de peptides: 
synthdtiques tels que le GALA, un oligomere contenant plusieurs unites de 
repetition Glu-Ala-Leu-Ala. Ces peptides sont utilises le plus souvent £ 1'etat 
libre (c^est-i-dire non fixes covalemment) avec les complexes ADN/polylysine. 
L'efficacite des peptides est fortement diminuee en presence de serum dans les 
milieu de culture cellulaire ce qui restreint leur utilisation aux experiences in 
vitro ou au ex vivo. Certains peptides fixes covalemment aux complexes 
ADN/polylysine sont encore efficaces pour favoriser le passage 
transmembranaire de l'ADN, d'autres perdent leur pouvoir permeabilisant aprfcs 
fixation. 

On sait, par ailleurs, qu'il existe d'autres molecules capables de 
destabiliser des membranes et en particulier des molecules contenant le noyau 
imidazole de rhistidine (pK = 6,04) qui en se protonant en milieu 16g£rement 
acide devient cationique. La polyhistidine possede des propriety fusiogenes et 
permeabilisantes vis-st-vis des bicouches iipidiques. A pH <6, la polyhistidine 
adopte une structure en h61ice a (Norland K.S. et al. (1963) Biopolymers J:277- 
278 ; Beychok S. et al. (1965) J. Amer. Chem. Soc. 87:3990-3991). D a 6t6 
montre que la polyhistidine en milieu legerement acide est un polycation qui 
agrfege des liposomes charges n6gativement et induit leur fusion (Wang C.-Y. et 
Huang L. (1984) Polyhistidine mediates an acid-dependent fusion of negatively 
charged liposomes. Biochemistry 23:4409-4416 ; Uster P.S. et Deamer D.W. 
(1985) pH-dependent fusion of liposomes using titrable polycations. 

Biochemistry 24:8-14). 

On sait qu'un polym&re synthetique 0* cetylacetylOimidazol-4- 
ylmethyl)polyethyleimine) & pH legerement acide induit la fusion de liposomes 
(Oku N. et al (1987) Low pH induced membrane fusion of lipid vesicles 
containing proton-sensitive polymer. Biochemistry 26:8145-8150). 

On sait egalement qu'un polymere neutre hydrosoluble substitu6 par des 
residus histidyle (utilise k la place de la polyhistidine tr& peu soluble en milieu 
aqueux) interagit uniquement en milieu legerement acide avec un polyanion tel 
que Tacide polyaspartique et est capable de permeabiliser la membrane 
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plasmique des cellules dans un test de cytometric en flux en utilisant le bromure 
d'ethidhim comme marqueur (Midoux et at., 1995). 

Des resultats preliminaires ont montr£ que la poly his tidine (ties peu 
soluble en milieu aqueux £ pH neutre) ne peut etre utilisee pour transferer des 
cellules car n'etant pas un polycation a pH neutre, elle n'est pas capable de 
former avec de l'ADN des complexes stables ayant une solubility suffisante pour 
pouvoir £tre utilise k pH neutre, en particulier a pH 7,4, le pH du plasma. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polymfcre substitu6 susceptibles de transfecter plusieurs types celhilaires . 

L' invention a pour objet un nouveau type de polymfcre cationique 
comprenant, outre les charges positives du polymere, des substituants favorisant 
le passage transmembranaire de l'acide nucleique transports et, le cas 6ch6ant, 
des substituants agissant en tant que signaux de reconnaissance. Les substituants 
favorisant le passage transmembranaire sont lids au polym&re et sont des derives 
qui ne sont pas cationiques en milieu tegerement alcalin, mais le deviennent en 
milieu neutre et en milieu acide. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polym&re substitu6 susceptibles de favoriser le passage transmembranaire de 
l'ADN apres endocytose des complexes. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucl6ique et de 
polymfere substitug ne pr6sentant pas de signaux de reconnaissance reconnus par 
des recepteurs membranaires a la surface des cellules. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucl&que et de 
polymdre substitu6 presentant en outre des signaux de reconnaissance reconnus 
par des recepteurs membranaires a la surface des cellules, confferant un caract&re 
s£lectif de la transfection vis-a-vis de differents types celhilaires. 

L'invention a pour objet un proc£d£ de transfection sp6cifique in vitro et in 

vivo. 

L'invention a pour objet de nouveaux conjugugs de poly lysine substitute 
ne presentant pas de signaux de reconnaissance reconnus par des recepteurs 
membranaires a la surface des cellules, susceptibles d'etre complexes k un acide 
nucleique en vue de la transfection d'une cellule. 

L'invention a egalemenl pour objet de nouveaux conjugu£s de polylysine 
pr£sentant en outre des signaux de reconnaissance reconnus par des recepteurs 
membranaires a la surface des cellules, susceptibles d'etre complexes k un acide 
nucl£ique en vue de la transfection selective d'une cellule. 

L'int£r6t de l'invention est que ces nouveaux complexes d'acid nuclfiique 
et de polymere sont susceptibles de transfecter les cellules en 1' absence 
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d'auxiliaires de passage transmembranaire (chloroquine ou peptides 
penn&abilisants el/ou fusiogenes). Ce sont ici les groupements faiblement 
basiques, protonables (cation) en milieu leg&rement acide, fixes sur le polymfcre 
qui jouentle role d'auxiliaires de passage transmembranaire. 

L'interet de 1' invention est que ces nouveaux complexes d' acide nucleique 
et de polym&re substitue sont anssi ou plus efficaces sans auxiliaires de passage 
transmembranaire que les complexes d' acide nucleique et de polymere non 
substitue ou substitue par des agents reduisant le nombre de charges du ; 
polymere (done son interaction avec r acide nucleique) en presence d'auxiliaires 
de passage transmembranaire. 

Dans le cas de la chloroquine et des peptides penn&abilisants et/ou 
fusiogSnes, ces demiers sont de petites molecules qui diffused rapidement s'ils 
ne sont pas lids covalemment aux complexes d'acide nucleique et de polymere 
substitue. 

L'int6r§t de r invention est que ces nouveaux complexes d'acide nucleique 
et de polymere substitue sont aussi efficaces (voire plus efficaces) en presence de 
s6rum qu'en absence de serum pour transfecter les cellules 

Dans une de ses definitions les plus generates, r invention concerne un 
complexe entre au mo ins un acide nucleique (charge n£gativement) et au moins 
un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre r acide nucleique 
et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue 
polymdrique contenant un polymere forme de motifs monomferes portant des 
fonctions NH3+ libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomferes sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% k environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, et/ou des 
endosomes, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils component un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit polymere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconmi 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomercs pouvant etre 
egalement substituees par des residus non charges entrainant une diminution des 
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charges positives par rapport au meme conjugue polymfirique non substitue, 
facilitant le relargage de I'acide nucieique au cours de la dissociation du 
complete, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les propriety 
suivantes: 

. ils component au moms un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconsu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomfcres (par exemple 6-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que 1' ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moms 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polym6rique du susdit conjugue 
polymthique. ><?. 

Par destabilisation des membranes, on entend une modification de la 
membrane qui conduit soit k V augmentation de sa perm£abilit£ vis-i-vis de 
mol£cules de solute de faible masse moieculaire et eventuellement de haute 
masse moieculaire (y compris des acides nucleiques, des plasmides ou des 
complexes), soit a la fusion avec une autre membrane. 

La perm6abilite membranaire peut etre mesuree par microscopie de 
fluorescence de la fagon suivante : 

Les cellules adherentes sont incubees a 37°C pendant 15 k 30 minutes avec 
0.5 ml de milieu de culture DMEM avec serum contenant 5 mg/ml de dextran 
(Mw 4000) marque avec de Tisothiocyanate de fluoresceine (FTC-Dextran) et un 
complexe ADN/polylysine histidylee. Les cellules sont ensuite lav6es et 
incubees k 37 °C pendant 15 k 30 minutes avec du milieu de culture contenant 
10% de serum bovin foetal. Les cellules sont ensuite fixees pendant 5 minutes 
dans une solution de tampon phosphate sal in contenant 4% de 
/^formaldehyde et la fluorescence est analys6e avec un microscope de 
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fluorescence a plan confocal (MRC600 BioRad). En absence de penndabilisation 
membranaire, la fluorescence provenant du FTC-Dextran est localise 
exclusivement dans des vesicules. En presence d'un agent de permeabilisation 
membranaire, la fluorescence provenant du FTC-Dextran est en outre observ£e 
de maniere diffuse dans le cytosol et le noyau des cellules. 

La fusion des membranes en presence de complexes ADN/polylysine 
histidylee se mesure facilement dans des systemes modeles tels que les 
liposomes en utilisant une m&hode de melange lipidique comme celle d6crite 
dans Struck D.K. et at. (Use of resonance energy transfer to monitor membrane 
fusion. (1981) Biochemistry 20:4093-4099). Brfcvement, on utilise des 
liposomes constitute de dioleoyl-phosphatidylcholine (DPOC) oft sont inseres 
dans leur membrane du N-(7-nitrobez-2-oxa-l ,3-diazol-4-y I)phosphatidyl 
6thanolamine (NBD-PE) et de Toctadecylrhodamine (R18) comme marqueur 
fluorescent et des liposomes sans marqueurs fluoresceins. On mesure la 
fluorescence du NBD (Xex = 470 nm ; Xem = 530 nm) en absence et en 
presence de complexes ADN/polylysine histidylfie & difftrents pH. La fusion des 
liposomes induit une diminution de la fluorescence du NBD par suite d'une 
diminution du transfert d'energie entre la rhodamine et le NBD. 

Ces nouveaux complexes d'acide nucleique et de polymfere substitufi 
contenant des groupements faiblement basiques, protonables (cation) en milieu 
legerement acide en presence de s£rum, sont done mieux adaptes pour un 
transfert de gfenes in vivo que les complexes ADN/polylysine ou 
ADN/polylysine gluconoyl6e qui ne sont actifs qu'en presence d'auxiliaires tels 
que la chloroquine ou des peptides fusiogenes et/ou penneabilisants. 

Les residus entrainent la destabilisation des membranes cellulaires grace & 
leur propri&e d'etre protonables en milieu acide. 

Les residus entrainant la destabilisation des membranes cellulaires sont des 
capteurs de protons qui limitent 1' acidification des endosomes et, ' en 
consequence, d£favorisent la fusion entre les endosomes tardifs et les liposomes. 
On rappelle que les lysosomes sont des vesicules contenant un grand nombre 
d'hydrolases et que ces lysosomes sont trfes efficaces pour ctegrader les 
macromoldcules biologiques en g£n£ral et les acides nucleiques en particulier. 

L'expression "milieu faiblement acide" designe un milieu dont le pH est 
inferieur a cehii du plasma ou du serum, par exemple un pH inferieur a 7,4. 

L'expression selon laquelle les rfisidus "ne sont pas actifs en tant que 
signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire ceUulaire" 
signifie que, d'une part, a ce jour, il n'y a pas de recepteurs connus qui soient 
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specifiques de ces residus et, d' autre part, que ces rdsidus ne sont pas utilises en 
tant que ligands. 

Une moldcule ou un complexe mol6culaire est actif en tant que signal de 
reconnaissance, s'il peut etre reconnu s£lectivement par un rdcepteur, c'est-i- 
dire qu'il joue le rdle d'un ligand, d'un agoniste ou d'un antagoniste. 

Par signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
cellulaire, on designe generalement un ligand (mol6cule ou complexe 
moteculaire) capable d'etre reconnu selectivement par ledit recepteur (affinity 
ligand-r&epteur £ l^l/mole). 

L' invention concerne notamment un complexe entre au moins un acide 
nucl&que (charge n6gativement) et au moins un conjugu6 polymerique charge 
positivement, la liaison entre 1' acide nucieique et le conjugu6 polymerique fetant 
de nature 61ectrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 
de motifs monomeres portant des fonctions NH3+ libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% & environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport 6tant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entralnant en milieu faiblement acide une d&tabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose et/ou des 
endosomes, 

- les susdits residus possfidant en outre les propri6t£s suivantes : 

. ce sont des bases dont le pK en milieu aqueux est inferieur k 8, de 
sorte qu'une proportion sup6rieure k 50% de ces bases U6e a un 
polym&re cationique ne soit pas protonfie en milieu neutre de pH ,4, 
. ils comportent un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit polymere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ librc, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives- par rapport au meme conjugue polymerique non substitu£, 
fecilitant le relargage de l'acide nucieique par au cours de la dissociation du 
complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les propriet6s 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
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. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

5 . soit par substitution de certaines fonctions NH3+ libres des susdits 

motifs monomeres (par exemple e-NH3 + de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gtuconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges entrainant une 
10 diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits r&idus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole ac&yl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ Sventuelle, libre des 
susdits r&idus entrainant une ddstabilisation des membranes 
15 cellulaires (par exemple histidine), 

sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monom&res du squelette polym&ique du susdit conjugu£ 
polymerique. 

L* invention concerne 6galement un complexe entre au moins un acide 
20 nucleique (charge nggativement) et au moins un conjugu£ polymerique chargg 

positivement, la liaison entre l'acide nucleique et le conjugu6 polymerique etant 
de nature glectrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymfere form£ 
de motifs monomeres portant des fonctions NH3 + libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 4 * libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
25 dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% & environ 

45%, notamment de 35%, ce rapport fitant determine par exemple par resonance 
magn£tique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une (^stabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vlsicules d'endocytose, 
30 - les susdits rdsidus possedant en outre les propri6t6s suivantes : 

.ils appartiennent a la famille des composes comportant un noyau 

imidazole, 

. ils appartiennent k la famille des quinolines, 
. ils appartiennent a la famille des pterines, 
35 . ils appartiennent & la famille des pyridines, 

. les susdits r&idus component un groupe fonctionnel leur 

permettant d'etre fixes au susdit polymfere, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 
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. ils ne sont pas actife en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant £tre 
egalement substitutes par an moins une molficule qui constitue un signal d& 
reconnaissance reconnu par un ifcepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
r&idus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au meme conjugufi polymerique non substitug, facilitant le relargage de 1'acide^ 
nucl&que au cours de la dissociation du complexe, sous reserve que r ensemble 
des susdits residus contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, 

- les fonctions NH3"*" libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
Igalement substitutes par au moins une molecule constituant un signal devi 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
residus non charg& entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au m&me conjugu6 polym6rique non substituS, facilitant le relargage de 1'acide 
nucl&que par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les propri6t& 
suivantes: 

• ils component au moins un groupe hydroxyle, 

• ils re sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des moldcules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire fitant 6ventuellement pr6sents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomferes (par exemple S-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits r&idus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle) et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge, 

• soit sur certains des susdits r&idus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 

. soft par substitution de la fonction NH3+ £ventuelle f libre des 
susdits residus entrainant une d6stabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que rensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monom&res du squelette polymerique du susdit conjugufi 
polymerique. 

Les signaux de reconnaissance peuvent 6galement entrainer une diminutio n 
des charges positives du conjugug polymerique lorsqu'ils sont eux-m£mes 
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neutres ou acides et qu'ils sont lies au polym&re par substitution d'une fonction 
NH3+ ntrainant la perte de la charge +. 

Les signaux de reconnaissance sont des mol&ules de petite masse 
moleculaire (< 5000 daltons). 

Le nombre de molecules de signal de reconnaissance fixe sur le polymere 
modifi6 peut £tre : 

- pour une molecule signal de tr&s haute affinh£ vis-i-vis de son r&epteur 
(Ka > 10 7 1/mole), d'environ 0, 5 a 5, avantageusement 1 molecule pour 
environ 10 000 motifs monomeres de polymere substitue soit 1 molecule pour 
environ 50 molecules de polymere substitue; 

- pour une molecule signal de haute affinitfi vis-a-vis de son r&epteur (Ka 
entre 10 5 1/mole et 10 7 1/mole), d'environ 0, 5 k environ 10, avantageusement 
1 molecule pour environ 200 motifs monomfcres de polymfcre substitu6 soit 
1 molecule pour environ 1 molecule de polymere substitu£; 

- pour une molecule signal de moyenne affinite vis-a-vis de son recepteur 
(Ka < 105 1/mole), d'environ 10 & environ 100, avantageusement 50 molecules 
pour environ 200 motifs monom&res de polymere substituS soit 50 molteules 
pour environ 1 moldcule de polymere substitue. 

La famille des quinolines est representee par la formule suivante : 



I 

NH-CH.(CH 2 ) 3 .N. R 2 

R = Het(CH g ) n -C0 2 H 



dans laquelle n vaut de 1 a 10, de pr&Srence de 1 & 3. 

La famille des pterines est representee par la formule suivante : 
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La famille des pyridines est representee par les formules suivantes : 




L' invention concerne 6galemenl un complexe dans lequel les iesidus 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires sont 

- des alkylimidazoles dans lequel le radical alkyle comporte de 1 a 10, 
notamment de 2 k 6 atomes de carbone, et dans lequel un seul des atomes 
d 1 azote du noyau imidazole est substitufi, 

- ou des quinolines de formule : 

CH 3 

NH-CH-(CH 2 ) 3 -N- R 1 R> 
I 
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dans laquelle Ri repr&ente H et R2 iepr€sente (CH2)n-C02-H f n etant un 
nombre entier variant de 1 a 10, et de preference valant de 1 £ 3. 

L' invention conceme egalement un complexe dans lequel les r^sidus 
entrainant nne d£stabilisation des membranes cellulaires sont choisis panni : 
histidine, 4-carboxymethyl-imidazole, Hl-me%l-imidazol-4yl)-alanine, 
3^-methyl-imidazol-4yl)-alanine, 2-carboxy-imidazole, histamine, acide 
S-OmidazoMyO-L-lactique, 2Kl-n^thyl-imidazoMyl)6tlvlamine, 2-(3-m£thyl- 
imidazol-4yI)6thylamine, p-aIanyHustidine-(carnosine), 7-chloro-4(amino-l- 
roethylbutylamino^quinoline, N*-(7-chlon>4-qiiinolinyI)-l ,4^nlanediamine, 8- 
(4-amincKl-m6thyIbutylamino)^mfthoxy quinoline (primaquine), N 4 -(6- 
methoxy-8-quinolinyl)l f 4-pentai^iamine t acide quininique, acide quinoline 
carboxylique, acide pteroique, acide nicotinique, acide quinolinique, 
et dans lequel 

- la fonction NH3 4 " 6ventuelle, libre des susdits iesidus (par exemple 
histidine) peut etre egalement substituee par une molecule qui constitue un signal 
de reconnaissance reconnu par un rficepteur membranaire cellulaire, 

sous rtserve que Tensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymSrique du susdit conjugu6 
polym6rique. 

L' invention concerne un complexe entre au moins un acide nucleique 
(charg6 negativement) et au moins un conjugue polymerique charg6 
positivement, la liaison entre I'acide nucleique et le conjugufi polym&ique 6tant 
de nature 61ectrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymfere forme 
de motifs monomeres portant des fonctions NH3 + libres, notamment des 
r&sidus de lysine ou d'ornithine, et tout tel que : 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'an moins 10%, avantageusement d' environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, par des rfesidus entrainant en milieu faiblement acide 
une destabilisation des membranes cellulaires, 

- les susdits r&idus poss6dant en outre les proprietes suivantes : 

. ils component un noyau imidazole, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 

. ils ne sont pas actifs en taut que signal de reconnaissance, 

- les fonctions NH3"*" libres restantes des susdits motifs monomeres 6tant 
Egalement substitutes k raison d'envinm 1% a environ 60% par une molecule 
qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
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cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant une masse moleculaire inferieure k 
5000, ce signal de reconnaissance pouvant etre present k raison d'une mol6cule 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique ou d' environ 60 molecules 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique, 

sons reserve que 1' ensemble des fonctions NH3 + libres soit d v au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

L'expression "non actifs en tant que signal de reconnaissance" signifie 
que, d'une part, k ce jour, il n'y a pas de recepteurs connus qui soient 
specifiques de ces residus et, d' autre part, que ces r&idus ne sont pas utilises en 
tant que ligands. 

L 1 invention concerne egalemenl un complexe dans lequel le polymSre 
contient un groupement polymerique de fonnule (I) suivante : 



15 



20 




(I) 



25 



30 



35 



laquelle : 

- p est un nombre entier variant de 15 k 900, de preference de 100 k 300, 

- n est un nombre entier variant de 1 k 6, et vaut de preference 4, 

- ce groupement polymerique contient des radicaux R parmi lesquels : 

. 10% k 45% du nombre de radicaux R reprSsentant un r&idu 
comportant un noyau imidazole et 6ventuellement une fraction 
NH3+ libre, notamment un rfcidu histidyle, R pouvant etre 
represent^ par la fonnule : 

NHt 



CH f CH - CO- NH - 
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la fonction NH3 4 " eventuelle des susdits residus pouvant ctre egalement 

substitute par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 

. 10% k 90% du nombre de radicanx R, representant les tu-amino 
NH3+ libres, et etant eventuellement substitue a iaison de 0 k 50% 
par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 
notamment k raison de 0 a 60, avantageusement de 1 molecule pour 
environ 200 motifs, ou a raison de 2 a 100, avantageusement de 
50 molecules pour environ 200 motifs, et/ou 
. R pouvant en outre toe constitue de 0 k 45% par un groupe 
NH-CCHCHOH^-Ri , notamment un reste 

dihydroxypropionoylamido, frythronoylamido, threonoylamido, 
ribonoylamido, arabinoylamido, xylonoylamido, lyxonoylamido, 
ghiconoylamido, galactonoylamido, mannonoylamido, 

glycoheptonoylamido, glycooctonoy lamido , m est un nombre entier 
de 2 a 15, de preference de 2 k 7, Ri represente H ou un radical 
alcoyle de 1 k 15 atomes de carbone, notamment GH3, ces radicaux 
pouvant 6tre substitues par une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance, sous reserve que 1' ensemble des fractions NH3+ 
libres soit d'au moins 30% du nombre des motifs monomferes du 
squelette polymerique du susdit conjugue polym6rique. 
Dans cette classe de complexes de 1' invention, le polymfere est de la 

polyly sine ou de la poly ornithine. 

Comme le montrent les exemples, les cellules HepG2 (hdpatocarcinome 

humain) sont efficacement transfecttes par de la polylysine substituee par 

70 residus histidyle. 

La polylysine substitute par 30 ± 10% d'histidine a permis de transfecter 

diffSrentes cellules (humaines et murines) avec une grande efficacite, modulee 

selon le type cellulaire et le promoteur utilise. 

L' invention a egalement pour objet un complexe dans lequel le polymere 

comprend un groupement polymerique de formule (II) suivante : 

— - — NH — CH — C- 



I II 
(CH 2 ) 4 O 

I 
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dans laquelle : 

-pales significations indiqudes ci-dessus, 

- 10% a 45% du nombre de radicaux R representee! un rfcidu comportant 
un noyau imidazole et 6ventuellement une fonction NH3 + libre, notamment un 
residu histidyle, R pouvant &re reprSsente par la formule 



I 3 

CH 2 - CH-CO- NH 




15 

les fonctions NH3+ des susdits residus pouvant etre 6galement substitnees par 
une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 

- le reste des radicaux, c'est-i-dire 30% & 90% du nombre de radicaux R, 
20 repr&entant les tzy-amino NH3+, et de 0% a 45% des radicaux R pouvant etre 

substitute par une moldcule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugufi 
25 polymfirique. 

L'invention a 6galemeut pour objet un complexe qui se caractgrise en ce 
que le signal de reconnaissance est choisi parmi: 

A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, et choisis parmi: 
30 a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: recepteur 

d ' asialogly coprot£ine 

Galp 4GlcNAc0 2 Manet 6 

Manp 4GlcNAcp 2 4GlcNAcp -> 

35 Galp4GlcNAcp4^ / 

Mana 3 

Galp4GlcNAcp2-^ 
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b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 
d'asialoglycoproteine 

GaI6 4GlcNAcB6^^ 

Mana 6 

Gaip 4GlcNAcp2-^^ >v 

ManB 4GlcNAc0 4GlcNAcB -> 

GalB 4GlcNAcB 4 / 



Mana 3 

10 Galp4GlcNAcp2*"^ 

c. Lewis x: LECAM 2/3 
Galp4. 

15 GlcNAcP 3Galp -» 

Fuca3^ 

d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
20 Neu5Aca3Gaip 4 — 



^GlcNAcp3Galp 

Fuca 3^ 



e. Derive de Lewis x sulfate (HNK1): LECAM 1 
(S03-)3GlcUAp3Gaip4. 



25 



; GlcNAcp 3Gaip 4Glc -+ 
Fuca 3^^ 

30 f . Oligomannoside: recepteur du maunose 

Mana 2Mana 6^ 

^Mana 6 

Mana 3 Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 

Mana 2Mana — Mana 3 
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g. Oligomannoside phosphoryte: recepteur de mannose 6 phosphate 



Mana 6 

Mana ^ Mana 6 

Mana 3 



(HP03-)6. 
Mana 2 



Man(J 4GlcNAcp 4GlcNAcp 



Mana 2 Mana 3 



h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur de 
GalNAc 4 sulfate 

(SO3-) 4GlcNAcp 4GIcNAcp 2Mana 6^ 

Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcP -» -> 

(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 3 ^ 
B) des peptides 

a. peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnns 
par des recepteurs de la paroi vasculaire, tels que 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP) 
HSDAVFTONYTRU^ 

- polypeptide atrial natriuretique ( ANP) 
SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipocortine 
HDMNKVLDL 

- brady kinine 
RPPGFSPFR; 

b. peptides ligands des int£grines, tels que les peptides contenant la 
sequence RGD, ligand de la fibronectine; 

c. facteurs chimiotactiques, tels que les formyl peptides el leurs 
antagonistes: 

FMLP, (N-fonnyl-Met-Leu-Ph£); 
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d. honnones peptidiques tels que 

Pa-MSH: AC-SYSMEHFRWGKPV-NH2 et leurs antagonistes. 

Q Metabolites naturels tels que: 

- la biotine, 

- la carnitine. 

- ]e tetrahydrofolate et 1'acide folique pouvant etre a la fois un signal de 
reconnaissance vis-a-vis de certaines cellules poss6dant les r6cepteurs 
appropries et un destabilisateur des membranes cellulaires. 

L* invention concerne egalement un complexe qui se caracterise en ce que 
1'acide nucieique part etre choisi parmi: 

a) des genes marqueurs, tels que 

- g&nes contenant la hicif&ase, 

- proline verte de la m£duse Aequarea victoria, 

- g&nes contenant la p-galactosidase, 

- genes contenant la chloramphenicol acetyl transferase, 

- g&nes conferant la resistance k un antibibtique, tels que 
l'hygromycine, la neomycine etc...; 

b) des g&nes k vis6e thSrapeutique, tels que 

- rdcepteurs des lipoprot£ines de faible density, deficient dans les cas 
d'hypercholesteroiemie, 

- facteurs de coagulation: facteurs Vm et IX, 

- phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosine desaminase Ommunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, telles que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidistriphine (myopathic), 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 

- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

- CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidoses 

- alphal-antitrypsine, 

- cytokines (interleukines, TNF facteur de necrose des tumeurs), 

- thymidine kinase du virus Herpes simplex, 

- proteines du MHC, syst&ne majeur d'histocompatibilite, en 
particulier les HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

- g^nes cod ant pour des ARN sens et antisens, 
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- genes codant pour des ribozymes, 
c) des g&nes k visfie vaccinate 

- genes codant pour des antigenes viraux (vaccination), par exemple: 
gene codant pour la ouclfioprotfiine du virus de la grippe. 

L'invention a figalement pour objet un complexe dans lequel: 

- le polymere, notanunent la polylysine presente un degrfi de 
polymerisation d'environ 15 k environ 900, de preference 200, 

- les fonctions NH3+ libres des motifs lysine fitant substitutes dans un 
rapport de 35% par des residus histidyle et eventuellement par une molficule ; 
constituant un signal de reconnaissance pour 1 a 50 residus de lysine lorsque 
ladite molficule signal possfide une afifinitfi d f au moins 10 5 1 mole'l vis-&-vis di*; 
recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou eventuellement par 20 a 
100 molficules de signal de reconnaissance pour 200 rfisidus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possfide une affinite inffirieure k 10 5 1 mole" 1 vis-4-vis du 
susdit rficepteur, 

- l'acide nucleique prfisente une masse moleculaire d'environ 10 6 k 
environ 10 8 , notamment de 3.10 6 k 30.10 6 , 

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de l'acide 
nuclfiique par molficule de motif de monomfcre, notamment la lysine est 
d'environ 0,2 k environ 6, de preference d'environ 0,4 k environ 0,6. 

S'agissant des affinitfis : 

- pour une molecule signal de tres haute affinite vis-a-vis de son rficepteur 
(Ka > 10 7 1/mole), d'environ 0, 5 k 5, avantageusement 1 molficule pour 
environ 10 000 motifs monomeres de polymere substitufi soit 1 molecule pour 
environ 50 molecules de polymere substitufi; 

- pour une mo!6cule signal de haute affinitfi vis-i-vis de son rficepteur (Ka 
entre 10 5 1/mole et 10 7 1/mole), d'environ 0,5 a environ 10, avantageusement 
1 molecule pour environ 200 motifs monomeres de polymere substitufi soit 
1 molficule pour environ 1 molficule de polym&re substitufi; 

- pour une molficule signal de moyenne affinitfi vis-a-vis de son recepteur 
(Ka < 10 5 1/mole), d'environ 10 k environ 100, avantageusement 50 molecules 
pour environ 200 motifs monom&res de polym&re substitufi soit 50 molficules 
pour environ 1 molficule de polym&re substitufi. 

L'invention a figalement pour objet un conjugue polymerique chargfi 
positivement, contenant des motifs portant des fonctions NH3+ libres, et fitant 
telque : 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomfires sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
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45% , notamment de 35%, ce rapport 6tanl d&erminfi par exemple par resonance 
magn£tique nucl£aire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide ime d&tabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, 

- les susdits residus possedant en outre les propri&& suivantes : 

. ils comportent un groupe fonctionnel leur pennettant d'etre fix6s au 
susdit polymfcre, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un r6cepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
ggalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugu6 polym&rique non substitufi, 
fecilitant le relargage de Tacide nuclfiique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possfidant en outre les propri6t£s 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un r&epteur membranaire cellulaire, 

. les groupes hydroxyles des susdits residus non charges pouvant etre 
substitues par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un rgcepteur membranaire cellulaire, 

- des mol6cules consthuant un signal de reconnaissance reconnu par un 
r&epteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines fonctions NH3+ libres des susdits 
motifs monomfcres (par exemple E-NH3 + des lysines), 

soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges, entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une d6stabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole ac&yl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ 6ventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que Tensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugufi 
polym£rique. 



WO 98/22610 



PCT/FR97/02022 



L'invention concerne egalement un conjuguS polymfirique tel que defini ri- 
dessus ou contenant un groupement polym6rique tel que defini ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux de Invention, le conjugud 
polymerique est choisi parmi la polylysine histidy!6e substituee par du lactose, la 
polylysine histidylee substituee par un oltgoside complexe tel que Lewis b , la 
polylysine histidyl6e substitute par le peptide ANP ou la polylysine histidylee 
substituee par de la biotine. 

La preparation des conjugues polym&iques de r invention peut se faire 
selon Tune des fa?ons d6crites dans les tableaux suivants : 

Tableau I : M6thodes de preparation des conjugues polymfriques avec des 
signaux de reconnaissance fix£s sur certains motifs monomfiriques du polymSre. 

On a indiqud par 1, 2, 3 Tordre d 1 introduction respectif des r&idus 
responsables de la d&tabilisation, de ceux responsables de la diminution de 
charge et des signaux de reconnaissance sur le polym&re. 

POLYMfeRE 
r&idus 

m£thode responsables de la responsables de la signal de 

(^stabilisation diminution de reconnaissance 

charge 
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l 
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2 
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IV 


l 


3 


2 


V 
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vm 
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Tableau E : Methodes de preparation des conjugues polymfiriques avec des 
signaux de reconnaissance fixes sur certains residus responsables de la 
destabilisation des membranes. 

On a indique par 1, 2, 3 1'ordre d'introduction respectif des residus 
responsables de la destabilisation, de ceux responsables de la diminution de 
charge et des signaux de reconnaissance sur le polymere. 

POLYMERS 
residus 

methode responsables de la responsables de la signal de 

destabilisation diminution de reco n na i ssa nc e 

charge 

DC 1 - 2 

X 12 3 

XI 1 3 2 

xn 2 i 3 

Tableau III : Methodes de preparation des conjugues polymeriques avec 
des signaux de reconnaissance fixes sur certains residus responsables de la 

diminution de charge. 

On a indique par 1, 2, 3 1'ordre d'introduction respectif des residus 
responsables de la destabilisation, de ceux responsables de la diminution de 
charge et des signaux de reconnaissance sur le polymere. 

POLYMERE 
residus 

methode responsables de la responsables de la signal de 

destabilisation diminution de reconnaissance 

charge 

xm 2 1 3 

XIV 3 1 2 

XV 1 2 3 
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Les residus responsables de la d&tabilisation des membranes sont choisis 
panni: histidine, 4-carboxym6thyl-imida2ole t 3^1-m6thyl-imidazol-4yl)-alaiiiiie, 
3-{l-mdthyl-imidazol-4yl)-alanine, 2-carboxy-imidazoIe, histamine, acide 
3-0midazol-4yI)-L-lactique, 2^1-methyl-inudazoMylHthylamine, 2-(3-m6thyl- 
imidazol-4yl)-ethylamii2e 9 p-alanyl-histidine, 7<hloro^ammo-l- 

m6thylb'itylamino)-quinoline t N*<7^oio-4-quinolinylHt^^ 8^ 
(4-amino4-m6thyIbutylami^ N*-(6-m6thoxy-8- 
quinolinyl)-! ,4-pentanediamine, acide quininique, acide quinoline carboxylique, 
acide pteroique, acide nicotinique, acide quinolimque. 

Les risidus responsables de la diminution de charge sont choisis parmi: 
dihydroypropionyle, irythronoyle, threonoyle, ribonoyle, arabinoyle, aylonoyle, 
lyxonoyle, gluconoyle, galactonoyles, mannonpyle, glycoheptonoyle, 
glycooctonoyle. 

Les signaux de reconnaissance sont choisis panni : des osides, des 
oligosides, des peptides, des metabolites, des agonistes, des antagonistes. 

A titre d'exemple nous dccrivons differentes methodes des tableaux : 
I) Les signaux de reconnaissance sont fixis sur certains motifs 
monomeriques du pofymere apres Vintroduction des risidus entrainant une 
distabilisation des membranes celhdaires de lafagon swvante : 

A)M6thodeI 
polylysine nicotinylde 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fraction NH3+ 
libre sont paitiellement substitues par des r&idus entrainant une distabilisation 
des membranes cellulaires. Par exemple, la polylysine (notamment sous forme 
de ^-toluene sulfonate) est dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimithylsulfoxyde) en prdsence d'une base (notamment la 
diisopropy lethy lamine) , de molecules entrainant une distabilisation des 
membranes cellulaires (notamment r acide nicotinique) et d'un agent de couplage 
(notamment Thexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytrisdimethylaminophosphonium). 

b) Les signaux de reconnaissance sont li& k certains groupements 
e-amines des risidus lysyles du polymere. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine nicotinylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d 1 ligosides. 
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U fixation d'osides. 

Des osides simples sous la forme de derives phenylisothiocyanates sont 
fixes sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 
comme precedemment decrit dans Midoux et al., (Nucleic Acids Res. 1993, 21: 

871-878). 

? . ) fixation d'olieosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phenylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une methode decrite dans Monsigny et al, (Brevet 
Francais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, Ri 
1994 Nouveanx derives d'oligosides, leur proc£d£ de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et al., (1995 New synthesis of glyco-amino acid, 
conjugates. Carbohyd. Letters 1, 269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
derives phenylisothiocyanates sont fixes sur certaines fonctions e-anrines des 
residus lysyles libres de la polylysine comme precedemment decrit dans Midoux 
et o/., (Nucleic Acids Res. 1993, 21 : 871-878). 

polylysine histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont partieUement substimes par des residus comportant une fonction 
permettant la fixation ulterieure d'autres molecules telles que celles qui 
constituerons un signal de reconnaissance, par exemple, apres reaction en milieu 
organique avec un ester N-hytoxysuccinhnide de l'acide dithiopyridine 
propionate ou de ses derives. 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont ensuite partieUement substimes par des residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires, par exemple, apres reaction en milieu 
organique avec l'histidine dont le groupe aNH3+ et le groupe NH du noyau 
imidazole sont protegees par du tertiobutyloxycarbonyle en presence d'un agent 
de couplage tel que rhexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytrisdmemylanuncmhosphoiuum. Apres reaction et purification, les fonctions 
aminfes des residus histidyles du polymere obtenu sont deprotegees. 

c) Les signaux de reconnaissance sont U6s aux groupements 
dithiopyridyles du polymere. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d'oligosides. 
1) fixation d'osides. 

Les osides simples derives en glycopeptides avec une fonction 
dhhiopyridyle (^rogmtamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une methode 
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dficrite dans Monsigny et al. , (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui; 
N., Roche, A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d* ligosides, leur 
proc£d£ de preparation et leurs applications) et Sdiqui et a/., (1995 New 
synthesis of glyco-amino acid conjugates- Carbohyd. Letters 1:269-275) sont 
r6duits et fix6s en milieu aqueux tamponn£ a pH neutre sur les fonctions 
dithiopyridyles du polymfcre. 

2\ fixation d'oligosides 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bh tri- ou 
tftraantennes ou Lewis derives en glycopeptides avec une fonction dithiopyridyle 
(pyrt)ghitamyi-NHKCH2)2-S-S-pyridine) selon une methode d&rite dans 
Monsigny et al. 9 (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche; 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux dfirives d'oligosides, leur proc6de de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et al. 9 (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Utters 1:269-275) sont rfiduits et fix& en 
milieu aqueux tamponne a pH neutre sur les fonctions dithiopyridyles du 
polymfere. 

B) M6thode m 

poly lysine nicotiny l£e et gluconoylde 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont partiellement substitues par des r&idus entrain a n t une d&tabilisation 
des membranes cellulaires. Par exemple la polylysine gtaconoylfie est dissoute 
dans un solvant organique (notamment le dimfithylsulfoxyde) en presence d'une 
base (notamment la diisopropyl&hylamine), de molecules entrainant une 
ddstabilisatkm des membranes cellulaires (notamment Tacidc nicotinique) et 
d'un agent de couplage (notamment 1'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytrisdimethy laminophosphonium) . 

b) les motifs monomferes du polymfere comportant une fonction NH3+ 
encore libre sont ensuite partiellement substitues par des residus non chargfa 
entrainant une diminution de charge. S'agissant de la fixation des rdsidus 
entrainant la diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment 
sous forme de ^-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique 
(notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylfithylamine) et d'un acide organique hydroxyl6 active (notamment la 
6-gluconolactone). 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains groupements s-amines 
des residus lysyles du polymftre. 
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A title d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylfe, on indique ci-apr&s la fixation d'osides ou d'oligosides. 
n fixation d'osides. 

Des osides simples sous la forme de derives phenylisothiocyanates sont 
fixes sur certaines fonctions s-amin£es des residus lysyles libres de la polylysine 
comme prScedemment d£crit dans Midoux et al., (Nucleic Acids Res. 1993, 21: 
871-878). 

2) fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennSs ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phfinylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une methode d6crite dans Monsigny et aL, (Brevet 
Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R? 
1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur proced6 de preparation et lews 
applications) et Sdiqui et al. f (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:69-275). Les glycopeptides sous la forme de; 
d£riv£s phenylisothiocyanates sont fixes sur certaines fonctions e-amineeis 
des r6sidus lysyles libres de la polylysine comme prdcddemment ddcrit dans 
Midoux et al. , (Nucleic Acids Res. 1993, 21:871-878). 

QM&hodeV 

polylysine gluconoytee et histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont partiellement substitu6s par des residus comportant une fonction 
permettant la fixation ulterieure d'autres molecules. S'agissant de la fixation de 
signaux de reconnaissance, par exemple un sel de polylysine (notamment sous 
forme de p-tolufcne sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment 
le dimdthylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylfthylamine) et de Tester N-hydroxysuccinimide de Tackle 
dithiopyridine propionate ou de ses d6riv6s. 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
encore libre sont ensuite partiellement substitu& par des residus non charges 
entrainant une diminution de charge. S'agissant de la fixation des r&idus 
entralnant la diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment 
sous forme de /Holuene sulfonate) est dissous dans un solvant organique 
(notamment le dim&hylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropyltthylamine) et d'un acide rganique hydroxy 16 activ6 (notamment la 
5-gluconolactone). 
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c) les motifs monomfcres du polym&re comportant une fonction NH3 + 
encore libre sont ensuite partiellement substitu6s par des residus entrainant one - 
destabilisation des membranes celhilaires. S'agissant de la fixation de r&idus * 
entrainant une destabilisation des membranes celhilaires, par exemple un sel de % 
polylysine (notamment sous forme de /Holuene sulfonate) est dissous dans un - ! 
solvant organique (notamment le dimSthylsulfoxyde) en presence d'une base # 
(notamment la diisopropylethylamine), de molecules entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires (notamment l'histidine dont le groupe s* 
aNH3+ et le groupe NH du noyau imidazole sont protggfes par du 
tertiobutyloxycarbonyle) et d'un agent de couplage (notamment 
Thexafluorophosphate de benmtriazolyl-N^xytrisdi^^ 

Apres purification, les fbnctions aminfies prot£gfes des iSsidus histidyle sont^p 
ddprotegfies. 

d) Les signaux de reconnaissance sont li&s aux groupements 
dithiopyridyles du polymdre. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d'oligosides. 
11 fixation d'osides. 

Les osides simles derives en glycopeptides avec une fonction 
dithiopyridyle (^roglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une mfthode 
d6crite dans Monsigny et cL % (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, 
N., Roche, A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur 
proc&te de preparation et ieurs applications) et Sdiqui et al. 9 (1995 New 
synthesis of glyco-amino acid conjugates, Carbohyd. Letters 1:269-275) sont 
reduits et fixes en milieu aqueux tamponne a pH neutre sur les fonctions 
dithiopyridyles du polym&re. 

2> fixation d'oligosides 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis derives en glycopeptides avec une fonction dithiopyridyle 
(pyroglutamyl-NH-(CH2)2-S^«pyridine) selon une mfithode d£crite dans 
Monsigny et cL % (Brevet Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procectt de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et at. , (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont r6duits et fix& en 
milieu aqueux tamponnS a pH neutre sur les fonctions dithiopyridyles du 
polym&re. 

polylysine gluconoylde et nicotinylde 
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a) les motifs monomeres du polymfcre comportant une fonction NH3+ 
encore libre sont partiellement substitues par des residus non charges entrainant 
une diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminution de charge, par exemple un sel de poly lysine (notamment sous forme 
de />-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dim&hylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropyl&hylamine) et d'un acide organique hydroxyl6 activ6 (notamment la 
5-gluconolactone). 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont ensuite partiellement substitues par des r&idus entrainant une 
d£stabilisation des membranes cellulaires. Par exemple la polylysine gtoconoylfe 
est dissoute dans un solvant organique (notamment le dim&hylsulfoxyde) en* 
presence d'une base (notamment la diisopropyl&hylamine), de molecules 
entrainant une destabilisation des membranes cellulaires (notamment I* acide 
nicotinique) et d'un agent de couplage (notamment l'hexafluorophosphate de 
benzotriazolyl-NK)xytrisdimethy laminopho^ . 

c) Les signaux de reconnaissance sont life, a certains groupements s-amin6s 
des residus lysyles du polym&re. 

A titre d' exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidyl6e f on indique ci-aprds la fixation d'osides ou d'oligosides. 

1) ftatjon d'osides, 

Des osides simples sous la forme de derives phfinylisothiocyanates sont 
fix6s sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 
comme prec&Iemment decrit dans Midoux etal., (Nucleic Acids Res. 1993, 21: 
871-878). 

2) fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de d£riv£s ph£nylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une mfthode d&rite dans Monsigny et al., (Brevet 
Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. ami Mayer, R. 
1994 Nouveanx derives d'oligosides, leur proc6d6 de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et al. 9 (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
d£riv£s ph6ny lisothiocy anates sont fix6s sur certaines fonctions e-amin6es 
des r6sidus lysyles libres de la polylysine comme pr£c6demment dficrit dans 
Midoux et al. 9 (Nucleic Acids Res, 1993, 21:871-878). 
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II) Les signaux de reconnaissance sons fixes sur certains motifs 
monomiriques da poly mere avant V introduction des residus entrainant une 
destabilisation des membranes celhdaires de la fagon suivante : 

A) Method? II 
polylysine nicotinylee 

Ces substitutions suivent Tun quelconque des protocoles connus de 
rhomme de Tart 

a) A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine (notanunent sous forme de /Mtolufcne sulfonate) dissoute dans un 
solvant organique (notanunent le dimfithylsulfoxyde) en presence d'une base 
(notamment la diisopropyldthylamiue), on indique ci-aprds la fixation d'osides 
ou d'oligosides. 

1) fixatjoq d'osides, 

Des osides simples sous la forme de derives phdnylisothiocyanates sont 
fixes sur certaines fonctions e-amin£es des residus lysyles libres de la polylysine 
comme prectdemment decrit dans Midoux et al. , (Nucleic Acids Res. 1993, 21: 
871-878). 

2) fixation d'oligosides, 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phfinylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une mSthode decrite dans Monsigny et al., (Brevet 
Francais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, Rl 
1994 Nouveaux d&ives d'oligosides, ieur procddfi de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et al. t (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1, 269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
derives phdnyiisothiocyanates sont fix6s sur certaines fonctions e-aminees des 
residus lysyles libres de la polylysine comme pr6c6demment dficrit dans Midoux 
et al., (Nucleic Acids Res. 1993, 21:871-878). 

b) S'agissant de la fixation des residus entrainant la (^stabilisation des 
membranes, par exemple la polylysine substitute par des osides ou des 
oligosides est dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) , de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment I'acide nicotinique) et d'un agent de couplage 
(notamment rhexafiuorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytrisdimethylaminophosphonium). 
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B) MethodeVI 

polyly sine ghiconoytee et nicotinylte 

Ces substitutions suivent Tun quelconque des protocoles connus de 
rhonune de rait. 

a) les motifs monomferes du polymere comportant une fonction NH3+ 
encore libre sont partiellement substitufis par des residus son charges entrainant 
une diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminution de charge, par exemple un sel de poly lysine (notamment sous forme 
de p-tolufene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylfithylamine) et d'un acide organique hydroxyle active (notamment la 
5-gluconolactone). 

b) A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
poly lysine giuconoytee dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropyl6thylamine), on indique ci-aprfes la fixation d'osides ou d'oligosidesJ 

fixation d'osides. 

Des osides simples sous la forme de derives phdnylisothiocyanates sont 
fix& sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 
comme pr6c6demment ddcrit dans Midoux et al. 9 (Nucleic Acids Res. 1993, 21: 
871-878). 

T\ fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derivds pheny lisothiocyanales 
de glycopeptides selon une methode d£crite dans Monsigny et aL, (Brevet 
Francais 9407738 (Monsigny, M M Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur proc6d6 de preparation et loirs; 
applications) et Sdiqui et al. 9 (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
d6riv6s phdnylisothiocyanates sont fix6s sur certaines fonctions e-aminees des 
residus lysyles libres de la polylysine comme pr&6demment dficrit dans Midoux 
et al. , (Nucleic Acids Res. 1993, 21:871-878). 

c) S'agissant de la fixation des rlsidus entrainant la d&tabilisation des 
membranes, par exemple la polylysine substitute par des osides ou des 
oligosides est dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en pr&ence d'une base (notamment la 
diisopropylfithylamine), de mol&ules entrainant une d6stabilisation des 
membranes cellulaires (notamment Tacide nicotinique) et d'un agent de couplage 
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(notamment l'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 

oxytrisdimethylaminophosphonium) . 

In ) les signaux de reconnaissance sont fixis sur certains residus 
destabilisants. 

A) Methode IX 
polylysine histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont paruellement substitues par des residus entrainant une destabilisation * 
des membranes cellulaires. Par exemple, apres reaction en milieu organique 
avec l'histidine dont le groupe NH3+ et le groupe NH du noyau imidazole sont * 
protegees par du tertiobutyloxycarbonyle en presence d'un agent de couplage tel e 
que l'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N^ * 
oxytrisdimethylaminophosphonhnn. Apres reaction et purification, les fonetions r 
aminees des r&idus histidyle du polymere obtenu sont deprotegees. 

b) Les signaux de rec onnai ssa n ce sont lies a certains groupements NH3+ 
des residus entrainant une d&tabilisation des membranes. 

A titre d 'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides de types 
triantennaire ou tetra antennair e ou Lewis sont obtenus sous forme de derives 
phenylisothiocyanates de glycopeptides selon une methode decrite dans 
Monsigny et aL t (Brevet Francais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouyeaux derives d'oligosides, leur procede de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et al. , (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la 
forme de derives phenylisothiocyanates sont fixes en milieu aqueux tamponnfi a 
pH neutre sur certaines fonetions NH2 des residus histidyle s. A ce pH, la 
fixation sur les NH3+ lysines est tres faible, voire impossible. 

B) Methode XH 

polylysine gluconoylee et histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont paruellement substitues par des residus non charges entrainant une 
diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diininution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
de p-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dim^thylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropyle^ylamine) t d'un acide organique hydroxyle activ6 (notamment la 
5-gluconolactone) . 
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b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
encore libre sont ensuite partiellement substitufe par des nisidus entrainant oik 
destabilisation des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de r&idus 
entrainant une destabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de 
polylysine (notamment sous forme de /?-tolu&ne sulfonate) est dissous dans uri 
solvant organique (notamment le dim&hylsulfoxyde) en presence d'une base 
(notamment la diisopropyl&hylamine), de molecules entrainant une r 
d&tabilisation des membranes cellulaires (notamment l'histidine dont le groupe 
aNH3 + et le groupe NH du noyau imidazole sont proteg6es par du 
tertiobutyloxycarbonyle) et d'un agent de couplage ^notammeitf 
rhexafluorophosphate de benrotriazolyl-N^xytrisdimethylaminopho 

Apres purification, les fonctions amintes protegees des rgsidus histidyles sont 
d£prot£g6es. - 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies k certains groupements NH3+ 
des residus entrainant une d&tabilisation des membranes. ; 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylte, on indique ci-apr£s la fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
t6traantenn£s ou Lewis sont obtenus sous forme de d£riv£s ph6nylisothiocyanates 
^^glyt^^tides-selon iine methods - d&tfite dans Monsigny et aL 9 (Brevet 
Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procfid6 de preparation et leuis 
applications) et Sdiqui et al., (1995 New synthesis of glyco-amino acid" 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
d6riv6s phenylisothiocyanates sont fixes en milieu aqueux tamponnS a pH neutre 
sur certaines fonctions ocNH2 des rcsidus histidyles ; & ce pH, la fixation sur les 
NH3+ lysines est trfcs faible, voire impossible. 

QM&hodeDC 

polylysine imidazole 

a) les motifs monom&res du polym&re comportant une fonction NH3+ 
libre sont partiellement substituis par des residus entrainant une d6stabilisation 
des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de residus entrainant une 
destabilisation des, membranes cellulaires, par exemple un sel de polylysine 
(notamment sous forme de p-tolu£ne sulfonate) est dissous dans un solvant 
organique (notamment le dim£thylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment 
la diisopropyldthylamine), de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment le 4-carboxym£thyl-imidazole) et d'un agent 
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de couplage (notamment I'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytiisdimethylaminophosphonium). 

b) Les signaux de reconnaissance sont lies sur certains noyaux imidazole 
des rteidus entrainant une destabilisation des membranes. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
poly lysine imidazole, on indique ci-apres la fixation de peptides ou des 
glycopeptides. i : 

Les r&idus imidazole peuvent etre facilement alkylte en milieu neutrc par 
des composes poss6dant un groupement active tel que par exemple; 
riodoacdtamide ou ses derivte ; ceci est connu depuis les travaux de Korman S. 
et Clarke H.T. en 1956 (J. Biol. Chem. 113:133). L'alkylation des imidazoles : 
par un d€nv& de 1'iodoacgtamide s'effectue a pH voisin de la neutrality 7,0 par 
exemple. A ce pH, les groupes e-amines de la lysine ne sont pas affectte, ils le - 
seraient a pH beaucoup plus alcalin 9 ou au dela. Les signaux de reconnaissance 
de nature peptidique ou glycopeptidique (Monsigny et al., Brevet Fran^ais 
9407738. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur proc£d£ de preparation et 
leurs applications et Sdiqui et al. t 1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) peuvent etre facilement substitute par 
un groupement iodoacetamide. Les derives du type ICH2CONHR : I-CH2-CO- 
NH-peptKie ou MJ^^O^H-glycopeptide, sont fixes en milieu aqueux 
tamponnfi k pH neutre sur l'azote 3 et avec une efficacit6 moindre sur l'azote 1| 
conduisant i des derives JV-carboxym6thyl stables. On peut egalement utiliser r 
des dfirivte du bromoacetamide qui sont 6galement d'excellents reactifs pour 
alkyler des rteidus imidazole (voir par exemple Henrikson et al., 1965 J. Biol: 
Chem. 240:2921). Ce type de substitution, sous reserve de substituer un faible 
nombre de rteidus imidazole par des signaux de reconnaissance ayant use haute 
affinity suffisante pour leur recepteur, ne fait pas perdre au polymfcre substitu6 
par des residus imidazole sa capacity destabilisatrice des membranes k pH 
legerement acide. 

IV) Les signaux de reconnaissance sont fixes sur certains risidus 
neutraUsants. 

A) M6thode Xffl 

polylysine ghiconoylee et imidazole 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont partiellement substitute par des residus non charges entrainant une 
diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant lai 
diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
de /rtoluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
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dim&hylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et par deux acides organiques hydroxytes activ6s 
(notamment la 6-desoxy-6-iodo-8-ghiconolactone pour une part et la 
5-gluconolactone pour 10 k 50 parts). 

5 b) Ies motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 

libre sont partiellement substitute par des rteidus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de rteidus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de polylysine 
(notamment sous forme de /Hohi&ne sulfonate) est dissous dans un solvant 

10 organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment 

la diisopn>pyl6thylamine), de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment le 4-carboxym6thyl-imidazole) et d'un agent 
de collage (notamment Thexafluorophosphate de benzotriazolyl-N-- 
oxytrisdim£thylaminophosphonium). 

15 c) Les signaux de reconnaissance sont lite k certains des residus 

neutralisants. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine gluconoylde et histidytee, on indique ci-apres la fixation d'oligosides. 
Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 

XT t£txaantenn& ou l^wis d^ves l^lycop^tides avec une fo^o^ditaopyric^Ie" 

(pyr£^lutamyl-NHKCH2)2^-^pyridine) selon une mdthode d&rite dans 
Monsigny et al , (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N. t Roches 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d^oligosides, leur proc6d6 de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et al. , (1995 New synthesis of glycol 

25 amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont reduits par le^ 

triscarboxyethylphosphine en milieu neutre (pH voisin de 7,0) par exemple et 
fixes en milieu aqueux tamponn6 k pH teg&rement alcalin (aux environs de pH 
8,5) sur les rteidus 6-d6soxy-6-iodo-gtuconoyles du polymere. Ce type de 
substitution, sous reserve de substituer un faible nombre de residus imidazole 

30 par des signaux de reconnaissance ayant une haute affinite pour leur r&epteur; 

ne fait pas perdre an polymere substhu6 par des residus imidazole sa capacity 
d&abilisatrice des membranes k pH legerement acide. 
B)M6thodeXIII 

polylysine ghiconoytee et imidazole 
35 a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 

libre sont partiellement substitute par des residus non charges entrainant une 
diminutio n de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminutio n de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
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de p-tolubnz sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (nota mm e nt la 
diisopropylethylamine) et par deux acides organiques hydroxytes activfe 
(notamment la 6-bromoac^tamido-I^gulono-l , 5 lactone pour une part et la 
S-ghiconolactone pour 10 & 50 parts). La 6-bromoacetamido-l^gulono-l , 5 
lactone est obtenue apres reduction par le cyanoborohydmre de 1' inline obtenue 
en m&angeant une solution ammoniacale (NH4OH ou (NH4)2C03) et une 
solution d'acide uronique, Tacide glucuronique par exemple, puis par acylation 
de r amine par un bromoac&ate activ6, par exemple Tanhydride bromoacdtique 
ou le bromo acetate de succinimidyle. 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3+ 
libre sont partiellement substitu& par des r&idus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de rfaidus entrainant une 
d6stabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de polylysine 
(notamment sous forme de /Moluene sulfonate) est dissous dans un solvant v 
organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment 
la diisopropylfithylamine), de molecules entrainant une (^stabilisation des 
membranes cellulaires (notamment le 4-carboxymethyl-imidazole) et d'un agent 
de couplage (notamment rhexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytrisdknfithylaminophosphonium). 

c) Les signaux de reconnaissance sont lids k certains des residus 
neutralisants. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine gluconoylde et histidytee, on indique ci-aprfes la fixation d'oligosides; 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis derives en glycopeptides avec une fonction dithiopyridyle 
(pyr^glutamyi-NHKCH2)2-^-S-pyridine) selon une methode d&rite dans 
Monsigny et al.> (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux d&ives d'oligosides, leur proc6d6 de 
preparation et loirs applications) et Sdiqui et al. 9 (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont reduits par le 
triscarbo^thylphosphine en milieu neutre (pH voisin de 7,0) par exemple et 
fix& en milieu aqueux tamponnS k pH Ifig&ement alcalin (aux environs de pH 
8,5) sur les r&idus bromoac6tamido gulonyle du polymere. Ce type de 
substitution, sous reserve de substituer un foible nombre de r&idus imidazole 
par des signaux de reconnaissance ayant une haute affinity pour leur rgcepteur, 
ne fait pas perdre au polymere substitue par des residus imidazole sa capacity 
destabilisatrice des membranes k pH lSgerement acide. 
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Le complexe acide nucl£ique/conjugu6 polym£rique est obtenu en 
melangeant une solution de I' acide nucldique concern^ et une solution du 
conjugu6 polymSrique. De preference, lesdites solutions sont prepares k partir 
du s6rum physiologique ou d'un tampon ou d'un milieu cytocompatible. 
S Selon un mode de realisation avantageux de r invention, on utilise un 

complexe tel que dterit ci-dessus ou un conjugue tel que d&rit ci-dessus pour la 
transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de cellules k l'aide d'un gene, notamment 
ceux d£finis pr6cedemment. 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention, on utilise un 
10 complexe ou un conjugue tels que decrits ci-dessus, se caractdrisant en ce que 

les cellules sont choisies parmi: 

- des cellules souches hematopoietiques; 

- des cellules dendritiques; 

- cellules du foie; 

15 - cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 

. fibroblastes. 
. keratinocytes, 
. cellules dendritiques, 
20 . melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 

• endothelial; 
. musculaires lisses; 

- cellules epithdliales des voies aeriennes; 
25 - cellules du systeme nerveux central; 

- cellules cancfreuses; 

- cellules du systeme immunhaire, telles que des lymphocytes, des 
macrophages, des cellules NK etc... 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention, la methode de 
30 transfection in vitro ou ex vfvo, se caracterise en ce que Ton met en presence un 

complexe tel que decrit pr£c£demment dans un milieu contenant des cellules k 
transfecter, dans des conditions telles qu'il y a: 

- passage du complexe k partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

35 - relargage de 1' acide nucl6ique impliqud dans le susdit complexe dans 

le cytosol et/ou le noyau des cellules, 

- transcription et expression de 1' acide nucl&que dans les cellules 
transfectfies, 
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- expression de la proline correspondant au gene transfecte. 
L'invention concent egalement une composition pharmaceutique, qui se 
caracterise en ce qu'elle comprend k titre de substance active, Tun au moins des 
complexes tels que d&rits ci-dessus, ou run au moins des conjugu6s tels que 
5 d6crits ci-dessus, en association avec un v6hicule phannaceutiquement 

acceptable. 

Selon mi mode de realisation avantageux de l'invention, on utilise un 
complexe tel que d&rit ci-dessus ou un conjugu£ tel que decrit ci-dessus pour la 
preparation d'un medicament destine par exemple au traitement de deficience 
10 metabolique congenitale ou acquise, ou au traitement de tumeurs, ou pour la 

preparation d'un vaccin, par exemple vaccin contre la grippe. 

L* invention a egalement pour objet une trousse ou un kit coraprenant: 

- un conjugue polymerique tel que decrit ci-dessus, tel que la polylysine, 
substitute par un r&idu entrainant en milieu faiblement acide une (^stabilisation 

15 des membranes cellul aires, ce conjugue polymSrique etant apte k comporter 

eventuellement un signal de reconnaissance, lequel est pr6alablement fix6 ou non 
sur le susdit conjugue polymerique, ledit signal de reconnaissance etant fonction 
de la cellule k cibler, 

' - eventuellement un plasmide contenant au moins un g&ne k transferer, et 

20 eventuellement le systfcme de regulation de r expression du susdit g£ne, 

- des rdactifc permettant la fixation dventuelle du signal de reconnaissance 
sur le susdit conjugu6 polym6rique, 

- des r£actifs permettant la formation d'un complexe tel que decrit ci- 
dessus, ou entre le conjugue polymerique et le gene a transferer, ou entre le 

25 conjugu6 polymerique et un plasmide contenant le gene k transferer, 

- des r6actifs permettant la transection de la cellule par le susdit 
complexe. 

DESCRIPTION DES FIGURES : 

30 

Figure 1 

Hie represente un fragment de polylysine (DP 190) partieilement 
substitu6e par des residus histidyle. 

35 Figure 2 

EUe represente le spectre RMN k 300 MHz dans D2O de la polylysine 
(DP 190) substituee par 70 residus histidyle : 
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1,28 a 1,88 ppxn : 6 protons des carbones 3, 4 et 5 des lysines substitutes 
ou non substitutes. 

2,39 ppm : protons du groupe CH3 du /Molufcne sulfonate 
2,75 ppm : trace de DMSO 

2,99 ppm : 2 protons du carbone 6 d'un residu lysyle non substitu6 
3,15 ppm : 2 protons du carbone 6 d'un residu lysyle substitue 

3.35 ppm : 2 protons du carbone 9 d'un residu histidyle 

4.36 ppm : 2 protons des carbones 2 et 8 
4,78 ppm : pic de l'eau 

7,36 ppm : 2 protons (doublet, constante de couplage en ortho = 7,97 Hz) 
des protons des carbones 2 et 6 du cycle aromatique du p-tolu6ne sulfonate 

7,42 ppm : 1 proton du carbone 11 d'un residu histidyle 

7,71 ppm : 2 protons (doublet, constante de couplage en ortho = 8,01 Hz) 
des protons des carbones 3 et 5 du cycle aromatique du /Holu&ne sulfonate 

8,7 ppm : 1 proton du carbone 12 d'un r£sidu histidyle. 

Figure 3 

Elle concerne la preparation de la polylysine (DP 190) partiellement 
substitute par 70 residus histidyle. 

La poly-L-lysine sous forme bromhydrate (masse molteulaire moyenne 
40 000 ; degrS de polymerisation moyen 190) (1 g dans 200 ml H2O) provenant 
de chez Bachem Feinchemikalien (Budendorf, Suisse) est d'abord passte sur une 
colonne tehangeuse d'anions (Dowex 2x8, forme OH- ; 35 x 2,5 cm) dans le 
but d'enlever le bromure qui est toxique pour les cellules. La solution de 
polylysine est neutraliste avec une solution d'acide /Moluene sulfonique a 10% 
dans l'eau puis lyophiliste. 

La polylysine est partiellement substitute avec des residus histidyle comme 
suit : la polylysine sous forme p-toluene sulfonate (50 mg ; 0,96 /nnoles) 
dissoute dans 3 ml de DMSO (dimethylsulfoxide) en presence de 
diisopropylethylamine (42 /d ; 288 /zmoles), est mise a rdagir pendant 24 heures 
& 20°C avec 32 mg de (Boc)His(Boc)-OH (96 /xmoles) en presence de 43 mg 
d'hexafluorophosphate de benzotriazolyl NK)xytrisdim^ylaminophosphonium 
(BOP) (97 /anoles). Les rteidus histidyle sont ensuite d6prot£gds en presence de 
20 ml d'un melange eau et acide trifluoroac&ique (TFA) (50/50 V/V) pendant 
24 heures k 20°C. L'eau et le TFA sont 61imines par evaporation sous pression 
r&fante. Le polym&re est prteipitfi en ajoutant 10 volumes d'isqpropanol. Apr&s 
centrifugation (1800 g x 15 minutes), le culot est lav£ avec de l'isopropanol et 
r6cup£r6 aprfes une nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau 
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distillte et la solution est lyophiiiste. Le nombre x de rteidus histidyle fix6 par 
molecule de polylysine est determine par RMN du proton comme suit : 

x = 6(h 87 /h Lys )DP 
oil hg 7 est rintegrale du pic a 8,7 ppm correspondant au proton du carbone 12 
d'un residu histidyle, hL ys est rintegrale des pics entre 1,28 et 1,88 ppm 
correspondant aux 6 protons des carbones 3, 4 et 5 des residus lysine et DP est 
ie degre de polymerisation de la polylysine (DP = 190). Le nombre de r&idus 
histidyle fix6 par molecule de polylysine est x, x = 70 dans la preparation; 
dterite ci-dessus. 

Figure 4 

Elle represente le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
polylysine (DP 190) partiellement substitute par des rfeidus histidyle (HispLK). 

Les complexes ADN/HispLK sont formte en mllangeant le plasmide 
pCMVLUC (10 fig dans 0, 7 ml de DMEM) et la polylysine substitute par 
70 residus histidyle (40 /*g dans 0, 3 ml de DMEM). Apres 30 minutes ft 20°C, 
la solution contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et 
complete avec 5% de s&um bovin foetal. Les complexes ADN/pLK sont 
formes en mSlangeant le plasmide pCMVLUC (10 pg dans 0, 7 ml de DMEM) 
et la polylysine (5 pg dans 0, 3 ml de DMEM). Aprfcs 30 minutes ft 20°C, la 
solution contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et 
completee avec 5% de serum bovin foetal et 6ventuellement avec 100 /iM de 
chloroquine (+ chloro) ou 20 jiM d'un peptide fusiogfene (+ E5CA) 
(GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCA). Le milieu dans lequel les cellules HepG2 
(3 x 10 5 cellules/4 cm 2 ) ont pousse pendant 24 hemes, est elimine et remplace 
par une solution (1 ml) contenant un complexe ADN/polymfere (5 /ig/ml 
d'ADN). Aprfcs 4 heures d'incubation ft 37°C, le milieu des cellules est de 
nouveau elimine et les cellules sont incubtes dans du milieu de culture en 
presence de 10% de s6rum bovin foetal. L'expression du gfcne de la luciftrase a 
6t£ d6tenninte 48 heures aprfes la transfection, en mesurant, pendant 4 secondes 
la luminescence 6mise (RLU : valeurs relatives de la lumiere 6mise exprimtes 
en unitte arbitraires) dans les lysats cellulaiies. 

Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciffcrase produit 2000 RLU. 

En allant de gauche a droite sur I'axe des abscisses, le premier rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine histidylte, le deuxieme rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine, le troisieme rectangle correspond au 
complexe ADN/polylysine addition^ de chloroquine, le quatri&ne rectangle 
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correspond au complexe ADN/polylysine addition^ du peptide fusiogene 
E5CA. 

En encadr£ : variation de l'efficacitg de transfection en fbnction de la 
quantite de plasmide. 

FipireS 

Elle concerne le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
polylysine (DP 190) partiellement substitute par des r&idus histidyle. EUe 
repr&ente l'influence du nombre de r&idus histidyle fix6 par mol&ule de 
polylysine sur Tefficacit6 de la transfection. 

En allant de gauche k droite sur 1'axe des abscisses, le premier rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine non substitufi, le deuxieme rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine substitu6 par 19 r&idus d'histidyle, le v 
troisifcme rectangle correspond au complexe ADN/polylysine substitu6 par 
30 r&idus d'histidyle, le quatrieme rectangle correspond au complexe 
ADN/polylysine substituS par 46 r&idus d'histidyle, le cinquifeme rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine substituS par 63 r&idus d'histidyle, le 
sixieme rectangle correspond au complexe ADN/polylysine substitue par 
70 residus d'histidyle et le septieme rectangle correspond au complexe 
ADN/polylysine substitue par 84 r&idus d'histidyle. 

Les complexes ADN/HispLK sont form& en mSlangeant le plasmide 
pCMVLUC (10 fig dans 0, 7 ml de DMEM) et la polylysine substitute par un 
nombre variable de r&idus histidyle (40 jig dans 0, 3 ml de DMEM). Aprts 
30 minutes k 20°C, la solution contenant les complexes est dilute une fois avec 
du DMEM et complette avec du s&um bovin foetal (concentration finale 10%). 
Le milieu dans lequel les cellules HepG2 (3 x 10 5 cellules/4 cm 2 ) ont pouss6 
pendant 24 heures, est elimine et remplac6 par une solution (1 ml) contenant un 
complexe ADN/polymere (5 /xg/ml d'ADN). Apres 4 heures d'incubation a 
37°C, le milieu des cellules est de nouveau 61imin6 et les cellules sont incubtes 
dans du milieu de culture en pr&ence de 10% de s&um bovin foetal. 
L'expression du gfcne de la luciferase a ete d&enninte 48 heures apres la 
transfection, en mesurant, pendant 4 secondes, la luminescence 6mise (RLU : 
valeurs relatives de la lumifere 6mise exprimtes en unit& arbitraires) dans les 
lysats cellulaires. 

Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 



Figure 6 
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EUe concerne le transfeit de genes dans les cellules HOS en utilisant la 
polylysine (DP 190) partiellemenl substitute par des rfisidus histidyle. Elle • 
represente r influence sur I'efficacit6 de la transfection du rapport 
ADN/polymSre (exprime sur les abscisses en /xg de polymere pour 10 jig ;) 
d'ADN) dans les complexes pCMVLUC/Hisg4pLEL 

Les complexes ADN/HispLK son! formes en m&angeant le plasmide 
pCMVLUC (10 jig dans 0,7 ml de DMEM) et differentes quantitfi de polylysine J 
substitute par 84 r&idus histidyle dans 0, 3 ml de DMEM. Aprds 30 minutes k± 
20°C, la solution contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et;?* 
comptette avec 1% de serum bovin foetal. Le milieu dans lequel les cellules ;? 
HOS (2 x 10 5 cellules/4 cm 2 ) ont pousse pendant 24 heures est 61imin£ etc 
remplac6 par une solution (1 ml) contenant un complexe ADN/polymSre 4 
(5 jig/ml d'ADN). Apres 4 heures d'incubation k 37°C, le milieu des cellules est 
de nouveau 61imin£ et les cellules sont incubtes dans du milieu de culture en^ 
presence de 10% de s6nim bovin foetal. L'expression du gene de la luciftease a t 
6t& d&erminte 48 heures aprfcs la transfection, en mesurant pendant 4 secondes 4 
la luminescence fimise (RLU : valeurs relatives de la lumifcre dmise exprimtes 
en unites arbitraires) dans les lysats cellulaires. 

Dans ces conditions, 1 pg/ml de hiciferase produit 2000 RLU. 

Figure 7 

EUe concerne le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
polylysine (DP 190) partiellement substitute par des rteidus histidyle. EUe^ 
repr&ente 1' influence du temps d'incubation (exprimfi en heures sur les 
abscisses) des complexes pCMVLUC/HisyopLK avec les cellules sur I'efficacitf ,* 
de la transfection. Les complexes ADN/HispLK sont form& en m61angeant le 
plasmide pCMVLUC (10 /xg dans 0, 7 ml de DMEM) et la polylysine substitute } 
par 70 rteidus histidyle (40 /ig dans 0, 3 ml de DMEM). Aprds 30 minutes 4;, 
20°C, la solution contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et 
complete a 10% avec du serum bovin foetal. Le milieu dans lequel les cellules 
HepG2 (3 x 10 s celhiles/4 cm 2 ) ont pouss6 pendant 24 heures est eliminfi et 
remplacS par une solution (1 ml) contenant un complexe ADN/polymfere 
(5 jig/ml d'ADN). Apres les differents temps d'incubaticm k 37°C, le milieu des 
cellules est de nouveau elimin£ et les cellules sont incubtes dans du milieu de 
culture en pr&ence de 10% de s6rum bovin foetal, ^expression du gene de la 
' hiciferase a et£ d&enninte 48 heures apres la transfection, en mesurant, pendant 
4 secondes la luminescence tense (RLU : valeurs relatives de la himiere emise 
exprimtes en unitte arbitraires) dans les lysats cellulaires. 
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Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 
Figure 8 

Elle concerae le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
polylysine (DP 190) partiellement substitute par des residus histidyle. Elle 
represente 1' influence sur l'efficacite de la transfection de la quantite* de serum ? 
bovin foetal (exprime sur l'axe des abscisses en % de serum dans le milieu 
utilise) present pendant l'ineubation des complexes pCMVLUC/His7(jpLK avec y 
les cellules. Les complexes ADN/HispLK son! formes en melangeant lev 
plasmide pCMVLUC (10 /tg dans 0, 7 ml de DMEM) et la polylysine substituee a 
par 70 residus histidyle (40 y% dans 0, 3 ml de DMEM). Apres 30 minutes a , 
20*C, la solution contenant les complexes est diluee une fois avec du DMEM et 
completee avec differentes quantite de serum bovin foetal. Le milieu dans lequels 
les cellules HepG2 (3 x 10 5 cellules/4 cm 2 ) ont pousse pendant 24 hemes, est 
61imine et remplace par une solution (1 ml) contenant un complexe 
ADN/polymere (5 iig/ml d'ADN). Apres 4 heures d'mcubation a 37°C, le : 
milieu des cellules est de nouveau elimine et les cellules sont incubees dans du 
milieu de culture en presence de 10% de serum bovin foetal. L'expression du 
gene de la luciferase a ete determinee 48 heures apres la transfection, en 
mesurant, pendant 4 secondes la luminescence emise (RLU : valeurs relatives de 
la lumiere emise exprimees en unites arbitraires) dans les lysats cellulaires. 

Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 

Figure 9 

Elle concerae le transfert de genes dans differentes lignees cellulaires en 
utilisant la polylysine (DP 190) substituee par 84 residus histidyle. Les s 
complexes ADN/HispLK sont formes en melangeant le plasmide pCMVLUC 
(10 |tg dans 0, 7 ml de DMEM) et de la polylysine substituee par 84 residus 
histidyle dans 0, 3 ml de DMEM. Apres 30 minutes a 20°C, la solution 
contenant les complexes est diluee une fois avec du DMEM et completee a 10% 
avec du serum bovin foetal. Le milieu dans lequel les cellules 
(2-3 x 10 5 cellules/4 cm 2 ) ont pousse pendant 24 heures, est elimine et remplace 
par une solution contenant un complexe ADN/polymere (5 ngJtnl d'ADN). 
Apres 4 heures d'incubation a 37°C, le milieu des cellules est de nouveau 
elimine et les cellules sont incubees dans du milieu de culture en presence de 
10% de serum bovin foetal. L'expression du gene de la luciferase a 6te 
determinee 48 heures apres la transfection, en mesurant, pendant 4 secondes la 
hnninescence emise (RLU : valeurs relatives de la lumiere emise exprimees en 
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unites arbitraires) dans les lysats cellulaires. HepG2 = lignte de cellules 
1 dfirivant d'un hepatocarcinome humain ; HOS = lignte de cellules d&ivant d'un 
osteosarcome humain; MCF-7 ; lignee de cellules dfirivant d'un addnocarcinome 
humain ; B16 = lignte de cellules d6rivant d'un m61anome murin ; COS =• 
lignte de cellules derivant de cellules de reins de singe transformtes par SV40 ; 
Rbl = lignee de cellules d6rivant de cellules musculaiies lisses d'aorte de 
lapin ; HeLa = lignee de cellules epitheloides humaines ; 16 HBE = lignee de : 
cellules 6pith61iales des voies respiratoires humaines nonnales ; ICFTE 
lignte de cellules 6pith£liales des voies respiratoires humaines ddficientes pour? 
le gfcne responsable de la mucoviscidose (CFTR), 

Preparation de la polylysine histidylte substitute par le lactose 
- preparation de la pofytysine substituee par des goupements thiol activis 
La polylysine sous forme hydrobromide (masse moleculaire moyenne 
40 000 ; degr6 de polymerisation moyen 190) (1 g dans 200 ml H 2 0) provenant 
de chez Bachem Feinchemikalien (Budendorf, Suisse) est d'abord passee sur une; 
colonne echangeuse d' anions (Dowex 2x8, forme OH- ; 35 x 2,5 an) dans le 
but d'enlever le bromure qui est toxique pour les cellules. La solution de 
polylysine est neutraliste avec une solution d'acidep-toluene sulfonique a 10% 
dans l'eau puis lyophiliste. 

La polylysine />-tolu£ne sulfonate (50 mg ; 0,91 pmol) est dissoute dans 
2 ml de DMSO et mise a r6agir a 20°C pendant 12 h avec Tester 
N-hydroxysuccinimide du 4-carbonyl-a-methyl^-(2-pyridinyldithio) tolufene 
(SMPT, Pierce, USA) (5,3 mg ; 13,6 /anol). La polylysine substitute par des 
groupes carbonyl a-m6thyl-a-(2-pyridinyldithio)tolu&ie (=MPT-pLK) est 
precipit£ en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apr&s centrifugation (1800 g x 
15 minutes), le culot est lav6 avec de l'isopropanol et rteupdr* aprfcs une 
nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau distillte et la solution est 
lyophiliste. Le nombre moyen de molecules de MPT H6 par molecule de 
polylysine est determine par absoibance k 343 nm de la pyridine thione (s = 
8080 M" 1 x cm" 1 ) Hb6rte par reduction quantitative de la liaison disulfure a 
Taide de (TCEP : tris-carboxyethylphosphine) : le nombre moyen de MPT par 
mol&ule de polylysine est 10. 

- preparation de la pofytysine histidylie substitute par des goupements 

thiol actives. 

La polylysine sous forme /vtolufcne sulfonate substitute par 10 residus 
MPT (50 mg ; 0,96 /unoles) dissoute dans 3 ml de DMSO (dimethylsulfoxide) 
en prfcence de diisopropylfethylamine (42 /d ; 288 /unoles), est mise k r&gir 



WO 98/22610 46 PCT/FR97/02022 

pendant 24 heures k 20°C avec 32 mg de (Boc)His(Boc)-OH (80 /xmoles) en 
presence de 43 mg d'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N-oxytris- . 
dimfithylaminophosphonium (BOP) (97 /xmoles). Les rdsidus histidyle sont 
ensuhe d6piot£gte en presence de 20 ml d'un melange eau et acide 

5 trifluoroacetique (TFAX50/50 V/V) a 50% pendant 24 heures k 20°C. L'eau et 

le TFA sont elimines par evaporation sous pression reduite. Le polymfere est 
prteipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Aprfes centrifugation (1800 g x 
15 minutes), le culot est lave avec de 1'isopropanol et recupere apres une 
nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau distillte et la solution est 

10 lyophiliste. Le nombre de rteidus histidyle fix6 par mol&ule de polylysine, 

determine par RMN du proton est 60. 
- reduction du dithiopyridyle 

L'oligoside est d'abord transforms en glycopeptide selon une m£thode 
dterite dans la demande de Brevet Franjais 9407738 (Monsigny, M. t Sdiqui, 
15 N., Roche, A.C. and Mayer, R. (1994) Nouveaux dfirives d'oligosides, leur 

procedd de preparation et leurs applications). 

Le glycopeptide est fix6 sur la polylysine partiellement histidylte via un 
pont disulfure. 

Le Gaip4Glc|^pyroglutamyl-NH^Cm)2-S^pyridine (3 ftmol) est traitS 
20 par 3,5 /imole de TCEP (tris-carboxyethylphosphine) dans un tampon phosphate 

de sodium 0,1 M k pH 7 (1 ml), pendant 1 h 1 20°C. Cette solution est ajoutte k 

la polylysine partiellement histidylte substitute par 10 r&sidus MPT (10 mg ; 

0,2 /xmoles) dissoute dans le tampon phosphate de sodium 0,1 M k pH 7 (1 ml). 

Apris 1 hi 20°C, le polymfcre est prteipit6 par addition de 10 volumes 
25 d'isopropanol. Le precipite est rteup6re apres centrifugation (1 800 g, 15 min) 

et lav6 dans 1'isopropanol puis dissous dans l'eau et lyophilis6. 

Le rendement de la reaction de couplage dans les conditions utilistes est 

6galousup6rieura90%. 

30 

Preparation de la polylysine histidylte et substitute par un oligoside 
complexe : le Lewis* 

Exemple du Lewis b = Fuca4(Fuca2Gaip3)GlcNAcp3Gaip4Glc 

35 Les oligosides complexes ayant un residu glucose (Glc) ou N-ac&yl 

glucosamine (GlcNAc) en position reductrice sont d'abord transform^ en 
glycopeptides selon une mfthode decrite dans la demande de Brevet Franpais 
9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. (1994) 
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Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de preparation ct leurs 
applications). 

Les ligosides complexes sont fix6s sur la poly lysine partiellement 
histidylee selon une liaison du glycopeptide k la polylysine histidylee via un pont 
disulfure. 

L'oligoside Fuca4(Fuca2Galp3)GlcNAcp3Gaip4Glc est derive en 
glycopeptide Fuca4(Fu«x2Gaip3)GlcNAcp3Gd Le 
groupe carboxylique du pyroghitamyle est substitufi par une fraction 
dithiopyridine pour donner le glycopeptide : Fuca4(Fuca2Galp3)GlcNAc|J3Gal 
p4Glcp-pyroglutamyl-NH-(OI2)2^i>yridine (demande de Brevet Frangais 
9407738 : Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. (1994) 
Nouveaux derives d'oligosides, leur precede de preparation et leurs applications 
et Quetard et aL 9 Simple synthesis of novel glycosynthons for glycoconjugate 
preparation : oligosylpyroglutamyl derivatives, en preparation). 

-riduction du glycopeptide 

Le glycopeptide (2 jimol) est traite par 2,2 /imole de TCEP (tris- 
carboxyfithylphosphine) dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M k pH 7 
(1 ml), pendant 1 h i 20°C. Cette solution est ajoutde k la polylysine 
partiellement histidylee substitute par 10 r&idus MPT (10 mg ; 0,2 jimoles) 
dissoute dans le tampon phosphate de sodium 0,1 M k pH 7 (1 ml). Apr6s 1 h k 
20°C, le polymfcre est precipe par addition de 10 volumes d'isopropanol. Le 
precipit£ est recupere aprfcs centrifugation (1 800 g, 15 min) et lav6 dans 
l'isopropanol puis dissous dans Teau et lyophilis6. 

Le rendement de la reaction de couplage dans les conditions utilises est 
6gal ou superieur a 90%. 

Preparation de la polylysine histidylee substitute par le peptide ANP 

-preparation de la pofyfysine substitute par des goupements thiol actives 
La polylysine sous forme bromhydrate (masse mol&culaire moyenne 
40 000 ; degrfi de polymerisation moyen 190) (1 g dans 200 ml H2O) provenant 
de chez Bachem Feinchemikalien (Budendorf, Suisse) est d'abord pass6e sur une 
colonne echangeuse d'anions (Dowex 2x8, forme OH- ; 35 x 2,5 can) dans le 
but d'enlever le bromure qui est toxique pour les cellules. La solution de 
polylysine est neutralisee avec une solution d'acide ^-toluene sulfonique k 10% 
dans 1'eau puis lyophilisee. 

La polylysine p-tolufene sulfonate (50 mg ; 0,91 /unol) est dissous dans 
2 ml de DMSO et mise a reagir k 20°C pendant 12 h avec Tester 
N-hydroxysuccinimide du 4<arbonyl-a-m^yl-a-(2-pyridinyldithio) toluene 
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(SMPT, Pierce, USA) (5,3 mg ; 13,6 /unol). Le polymere (MPT-pLK) est 
precipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation (1800 g x 
15 minutes), le culot est lave avec de risopropanol et recuperS apres une 
nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau distOlee et la solution est 
lyophilisee. Le nombre moyen de molecules de MPT lie par molecule de 
polylysine est determine par absorbance a 343 nm de la pyridine thione 
(e= 8080 M _1 x cm" 1 ) liberee par reduction quantitative de la liaison disulfure a 
l'aide de (TCEP) : le nombre moyen de MPT est 10. 

- preparation de la polylysine histidylee substitute par des goupements 

thiol actives. 

La polylysine sous forme /Moluene sulfonate substituee par 10 residus 
MPT (50 mg ; 0,96 /tmoles) dissoute dans 3 ml de DMSO (dimethylsulfoxide) 
en presence de diisopropyletoylamine (42 pi ; 288 /unoles), est mise a reagir 
pendant 24 heures a 20*C avec 32 mg de (Boc)His(Boc)-OH (80 /xmoles) en 
presence de 43 mg d'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N- 
oxytrisd^me^ylaininophosphonium (BOP) (97 /xmoles). Les residus histidyle 
sont ensuite deproteges en presence de 20 ml d'une solution d'acide 
trifluoroacetique (TFA) a 50% pendant 48 heures a 20°C. L'eau et le TFA sont 
elimines par 6vaporation sous pression reduite. Le polymere est precipit6 en 
ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation (1800 g x 15 minutes), 
le culot est lav6 avec de I'isopropanol et recupere apres une nouvelle 
centrifugation. Le culot est repris dans l'eau distillee et la solution est 
lyopbilisee. Le nombre x de residus histidyle fix6 par molecule de polylysine, 
determine par RMN clu proton est 60. 

- reduction du peptide ANP 

Le peptide ANP (CYSLRRSSAFGGRIDRIGAQSA) ayant sa cysteine en 
position N-terminale protegee sous forme thiopyridinyle (7,5 mg ; 2 /unol) est 
mis a reagir a 20°C pendant 15 minutes avec du TCEP (0,7 mg ; 2 /unol) dans 
1 ml de tampon 0,1 M NaCl, 0,1 M tris/HCl pH 7,6. 

-preparation de la polylysine histidylee substituee avec le peptide ANP 
La polylysine partiellement histidylee substituee par 10 molecules de MPT 
(MPTio-3is7opLK) (10 mg ; 0,2 jxmol) dans 1 ml de tampon 0,1 M NaCl, 
0,1 M tris/HCl pH 7,6 est mise a reagir a 20°C pendant 24 heures avec 7,5 mg 
(2 faDDl) de peptide ANP dont la cysteine a ete reduite. Le polymere (ANP-*-, 
His7o-pLK) est prccq>it6 en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres 
centrifugation (1800 g x 15 minutes), le culot est lavfi avec de I'isopropanol et 
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r£cup£r£ aprfcs une nouvelle centrtfugation. Le culot est repris dans Teau 
distillee et la solution est lyophilisfe. Le nombre moyen de molecules de peptide 
ANP fixe par molecule de polymdre est determine par 1' analyse des acides 
amines du polymfcre par chromatographie k haute pression (HPLC) avec une 
colonne Cjg (Supelcosil LC-18-DB, Supelco, Bellefonte, PA, USA) en phase 
inverse, aprfcs hydrolyse du polymere dans HC1 5,6 N k 105 P C pendant 
72 heures et transformation des acides amines Uteres en derives 
phenylthiohydantoine (PTH-aa). Le nombre moyen d'ANP par molecule de 
polymere est 8. 

Preparation de la polylysine histidylSe substitute par la biotine 
La polylysine substitute par 60 r&idus histidyles (IS mg ; 0,28 junol) 
dissoute dans 1 ml de DMSO en pesence de DffiA (4 /d ; 28 pmol) est mise k 
r6agir pendant 7 h a 20°C avec Tester N-hydroxysuccinimide du 
6-(biotinamido)hexanoate (NHS-IX4>iotine, Pierce, USA), Le polymfcre est 
precipite par addition de 10 volumes d'isopropanol. Le pr£cipit£ est r6cup6r6 
aprfes centrifugation (1 800 g, 15 min) et lav6 dans Tisopropanol puis dissous 
dans l'eau et lyqphilisg. 
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REVENDICATIONS 

1. Complexe entre au moins un acide nucleique (charge n6gativement) et 
au moins un conjugu£ polymSrique charg6 positivement, la liaison entre Tackle 
nucldique et le conjugu& polymerique 6tant de nature 61ectrostatique t le conjugu6 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3+ libres, et 6tant tel que : 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomfcres sont substitute 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d f environ 15% a environ - 
45%, notamment de 35%, ce report etant determine par exemple par resonance 
magnStique nuclgaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, et/ou des 
endosomes, 

- les susdits residus poss£dant en outre les proprietes suivantes : 

. ils comportent un groupe fonctionnel loir permettant d'etre fix6s au 
susdit polym&re, 

. ils ne sont pas actif s en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un rtcepteur membranaiie cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
Sgalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugu£ polymfirique non substitufi, 
facilitant le relargage de 1'acide nucleique au cours de la dissociation du 
complexe, 

- les susdits residus non charges possddant en outre les propri&ds 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance 

reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
nJcepteur membranaire cellulaire 6tant 6ventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple E-NH3+ de la lysine), N 
. soit sur certains des susdits r&idus non charges entrain a nt une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), notamment par les 
groupes hydroxyles des susdits r&idus non charges, 
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. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ 6ventuelle, libre des 
susdits r&idus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que 1'ensemble des fractions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdh conjugu6 
polym£rique. 

2. Complexe entre au moins un acide nucleique (charge negativement) et 
au moins un conjugue polymerique charg6 positivement, la liaison entre Tacide; 
nucleique et le conjugue polymerique 6tant de nature £lectrostatique, le conjugu£ 
polymerique contenant un polymfere forme de motifs monomfcres portant des 
fonctions NH3+ libres, et £tant tel que : 

- les fonctions NH3 4 * libres des susdits motifs monomferes sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport 6tant determine par exemple par resonance 
magnetique nucieaire, par des r&idus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des v&icules d , endocytose et/ou des 
endosomes, 

- les susdits rfaidus possSdant en outre les propriety suivantes : 

. ce sont des bases dont le pK en milieu aqueux est inferieur 4 8, de 
sorte qu'une proportion superieure k 50% de ces bases lite * un 
polym&re cationique ne soit pas protonte en milieu neutre de pH 7,4, 
. ils component un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixfis au 
susdit polymfere, 

. ils ne sont pas actifs en taut que signal de reconnaissance reconnu 

par un r&epteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomferes pouvant etre 
egalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au m&ne conjugu£ polymerique non substitue, 
fecilitant le relargage de l'acide nucleique au cours de la dissociation du 
complexe, 

- les susdits rfeidus non charges poss6dant en outre les propriety 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
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. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 
- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple e-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que l'ensemble des fonctions NH 3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

3. Complexe entre au moins un acide nucleique (charge negativement) et 
au moins un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre l'acide 
nucleique et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugu6 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3+ libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, 

- les susdits residus possedant en outre les proprfctes suivantes : 

. ils appartiennent a la famille des composes comportant un noyau 
imidazole, 

. ils appartiennent a la famille des quinolines, 
. ils appartiennent a la famille des pterines, 
. ils appartiennent a la famille des pyridines, 

les susdits residus comportent un groupe fonctionnel leur 
permettant d'etre fixes au susdit polymere, 



WO 98/22610 



PCT/FR97/02022 



. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 

. ils ne sont pas actifs en taut que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomfcres pouvant tee 
6galement substitutes par an moins une molecule qui constitue on signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
r&idus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au meme conjugufi polymerique non substitufi, fecilitant le relargage de 1'acide 
nuci&que au cours de la dissociation du complexe, sous reserve que Tensemble 
des susdits r&idus contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substitutes par au moins une molecule constituant un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
r&sidus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au meme conjugue polymerique non substitu6, facilitant le relargage de 1'acide 
nucltique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprifitfis 
suivantes: 

. ils component au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple E-NH3 + de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle) et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits rdsidus non charges entrainant une 
diminuti on de charge, 

. soit sur certains des susdits rfeidus entrainant une (Stabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits r£sidus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous r&erve que l'ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomferes du squelette polymerique du susdit conjugufi 
polymerique. 
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4. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1^3, dans lequel 
les residus entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des 
membranes cellulaires sont 

- des alkylimidazoles dans lequel le radical alkyle comporte de 1 k 10, 
notamment de 2 a 6 atomes de carbone, et dans lequel un seul des atomes 
d'azote du noyau imidazole est substhuS, 

- ou des quinolines de fonnule : 

CH 3 

NH-CH-(CH 2 ) 3 -N-R 1 Rj> 
I 




dans laquelle Rj repr&ente H et R2 represente (CHtfn-CCfy-VL, n 6tant un 
nombre entier variant de 1 a 10, et de preference valant de 1 k 3. 

S. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
dans lequel les r&sidus entrainant une destabilisation des membranes cellulaires 
sont choisis panni : histidine, 4-carboxym£thyl-imidazole, 3-(l-m6thyl-imidazol- 
4yl)-alanine, 3^-metbyl-imidazoMyI)-alanine f 2-carboxy-imidazole, histamine, 
acide 3^imidazol-4yl)-L-lactique, 2^1-methyHmidazoMyl)6thylamine, 
l^-mfithyl-imidazoMyl^thylamine, P-alanyl-histidine-(carnosine), 7-chloro- 
4{amino- 1 -me%lbuty lamino)-quinoline, N^-<7-chloro-4-quiiM)linyl)-l,4- 
pentanediamine, 8^4-amino-l-m6thylbutylamino)^m6thoxy^uinoline 
(primaquine), N^6>m6thoxy-8-qainQliiyl)l 1 4>pentanediainine > acide 
quininique, acide quinoline carboxylique, acide pterolque, acide nicotinique, 
acide quinolintque, 
et dans lequel 

- la fonction NH3+ 6ventuelle, libre des susdits r&idus (par exemple 
histidine) pent etre 6galement substitute par une molecule qui constitue un signal 
de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire celhilaire, 
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sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

6. Complexe selon Tune des revendications 1 a 5, entre au moins un acide 
nucleique (charge negadvement) et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre l'acide nucleique et le conjugu6 polymerique etant 
de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 
de motifs monomeres portant des fonctions NH3 4 " libres, notamment des 
residus de lysine ou d'ornitbine, et etant tel que : 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres sont substituces 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, par des residus entrainant en milieu faiblement acide 
une destabilisation des membranes cellulaires, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. Us component un noyau imidazole, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 

. ils ne sont pas actife en tant que signal de reconnaissance, 

- les fonctions NH3+ libres restantes des susdits motifs monomeres etant 
egalement substitute a raison d'environ 1% a environ 60% par une molecule 
qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant une masse moleculaire inferieure a 
5000, ce signal de reconnaissance pouvant etre present a raison d'une molecule 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique ou d'environ 60 molecules 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique, 

sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

7. Complexe selon l'une des revendications 1 a 3, dans lequel le polymere 
contient un groupement polymerique de formule (I) suivante : 



-NH- 



-CH — C- 

I II 
(CH2) n O 

I 

R 



(I) 
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dans laquelle : 

- p est un nombre entier variant de 15 k 900, de preference de 100 a 300, 
-nestun nombre entier variant de 1 a 6, et vaut de preference 4, 

- ce groupement polymdrique contient des radicaux R parmi lesquels : 

. 10% a 45% du nombre de radicaux R representant on rSsidu 
comportant un noyau imidazole et eventuellement une fonction NH3+ libre, 
notamment un residu bistidy le, R pouvant etre represente par la fonnule : 





CH f CH - CO- NH - 



la fonction NH3+ eventuelle des susdits r&idus pouvant 6tre £galement 
substitute par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 

. 10% a 90% du nombre de radicaux R, reprfeentant les tu-amino 
NH3 4 " libres, et 6tant 6ventuellement substituS a raison de 0 k 50% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, notamment a raison de 0 k 
60, avantageusement de 1 molecule pour environ 200 motifs, ou a raison de 2 k 
100, avantageusement de 50 mol6cules pour environ 200 motifs, et/ou 

. R pouvant en outre etre constitue de 0 a 45% par un groupe NH- 
COKCHOH^-Rj, notamment un ieste dibydroxypropionoylamido, 
£rythronoylamido, thr6onoylamido, ribonoylamido, arabinoylamido, 
xylonoylamido, lyxonoylamido, gtuconoylamido, galactonoylamido, 
mannonoylamido, gly cohep tonoy lamido , glycooctonoylamido, m est un nombre 
entier de 2 k 15, de preference de 2 a 7, Ri represente H ou un radical alcoyle 
de 1 k 15 atomes de carbone, notamment CH3, ces radicaux pouvant etre 
substitufe par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous 
reserve que l'ensemble des fractions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monom&res du squelette polymSrique du susdit conjugufi 
polymfrique. 



8. Complexe selon la revendication 4, dans lequel le polym&re 
comprend un groupement polymerique de fonnule CD) suivante : 



t 
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NH CH — C- 

' I II 

(cn 2 ) 4 o 
I 

R 



10 



dans laqudle : 

- p a les significations indiqufes dans la revendication 4, 
15 - 10% a 45% du nombre de radicaux R represented un residu comportant 

xin noyau imidazole et £ventuellement une fonction NH3+ libre, notamment un 
r6sidu histidyle, R pouvant etre repr&ente par la forraule 

20 



25 

les fonctions NH3+ des susdits residus pouvant etre dgalement substitutes par 
une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 
30 - le reste des radicaux, c'est-i-dire 30% & 90% du nombre de radicaux R, 

repr&entant les m-amino NH3"*", et de 0% & 45% des radicaux R pouvant etre 
substitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

sous rfiserve que 1' ensemble des fonctions NH3"*" libres soit d v au moins 30% du 
35 nombre de motifs monomferes du squelette polymSrique du susdit conjugu6 

polym&ique. 



NH 




CH f CH - CO- NH - 



10 
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9. Complete selon 1'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le 
signal de reconnaissance est choisi parmi: 

A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, et choisis parmi: 

a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: recepteur 
d'asialoglycoproteine 

Gaip 4GlcNAcB 2- Mana 

^ ManB 4GlcNAcp 2 4GlcNAcB 
GalB 4GlcNAcB 4^. / 

Mana 3' 
GalB4GlcNAcp2-^ 

b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 
15 d'asialoglycoproteine 

GalB 4GlcNAcp 

^ Mana 6 
Galp 4GlcNAcp2'^ \^ 
2Q . Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp -> 

Galp 4GlcNAcp 4^^ / 
■ — Mana 3^ • 
Gaip 4GlcNAcp 1^ 

25 c. Lewis x: LECAM 2/3 

Ga^,^ 

GlcNAcp 3Gaip 



30 



d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neu5 Aca3Gaip • 



GlcNAcp3Gaip 
35 Fnca3"^ 
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e. Derive de Lewis x sulfate (HNK1): LECAM 1 



(S03-)3GlcUAp3Gaip4 



Fuca 3- 



GlcNAcp3Gaip4Glc 
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f. Oligomannoside: recepteur du mannose 
Mana 2Mana 6 V 



Mana 6< 



Mana V 



Mana 2Mana — Mana 3 



ManP 4GlcNAcP 4GlcNAcP 



g. Oligomannoside phosphoryte: recepteur de mannose 6 phosphate 



(HP03-)6. 
Mana 2 

(HPO3-) 6 
Mana 2 



Mana 6 
Mana 3 

Mana 2- 



Mana 6 



ManP 4GlcNAcP 4GlcNAcp 



Mana 



j 



h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur de GalNAc 4 
sulfate 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 6 
(SO3-) 4GlcNAcP 4GlcNAcp 2Mana 3 



ManP 4GicNAcP 4GlcNAcp 



B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus par 
des r&epteors de la paroi vasculaixe, tels que 

- polypeptide vasodilatator intestinal (VIP) 
HSDAVFTDNYTRIJ^QMAVKKyi^ 
* polypeptide atrial natriurdtique (ANP) 
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SIJURSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipocortine 
HDMNKVLDL 

- bradykinine 
RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des integrines, tels que les peptides contenant la 
sequence RGD, ligand de la fibronectine; 

c) facteurs chimiotactiques, tels que les fonnyl peptides et leurs 
antagonistes: FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Phe); 

d) hormones peptidiques tels que 

l'a-MSH: Ac^YSMEHFRWGKPV-NH2 et leurs antagonistes, 

Q Metabolites naturels tels que: 
-labiotine, 

- la carnitine. 

- le t£trahydrofolate et Tacide folique pouvant etre a la fois un signal de 
reconnaissance vis-a-vis de certaines cellules poss6dant les r&epteurs approprife 
et un destabilisateur des membranes cellulaires. 

10. Compile selon Tune des revendications 1 k 6, caract6ris6 en ce que 
l'acide nucieique peut etre choisi parmi: 

a) des genes marqueurs, tels que 

- genes contenant la lucif erase, 

- prot6ine verte de la meduse Aequarea victoria, 

- gfenes contenant la p-galactosidase, 

- gfenes contenant la chloramphenicol acetyl transferase, 

- gfenes conferant la resistance a un antibiotique, tels que 
l'hygromycine, la n£omycine etc...; 

b) des genes k visde therapeutique, tels que 

- r&epteurs des lipoproteines de faible density, deficient dans les cas 
d'hypercholesteroiemie, 

- facteurs de coagulation: facteurs Vffl et K, 

- phenylalanine-hydroxylase (ph£nylc6tonurie) f 

- adenosine deaminase (immunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, telles que la ^-glucosidase dans le cas de la 

maladie de Gaucher, 

- dystrophins et minidistriphine (myopathic), 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 
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- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

- CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidose), 

- alphal -antitrypsine , 

5 - cytokines (interleukines, TNF facteur de necrose des tumeurs), 

* thymidine kinase du virus Herpes simplex, 

- prolines du MHC, systeme majeur d'histocompatibilite, en 
particulier les HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

10 - gfenes codant pour des ARN sens et antisens, 

- ggnes codant pour des ribozymes, 
c) des gfcnes k visee vaccinale 

- g&nes codant pour des antigfcnes viraux (vaccination), par exemple: 
g£ne codant pour la nucl6oprot£ine du virus de la grippe. 

15 

11. Complexe selon Tune des revendications 1 k 7, dans lequel: 

- le polymfcre, notamment la polylysine presente un degr£ de 
polymerisation d'environ 15 a environ 900, de preference 200, 

- les fonctions NH3+ libres des motifs lysine 6tant substituees dans un 
20 rapport de 35% par des residus histidyle et eyentuellement par une molecule 

constituant un signal de reconnaissance pour 1 a 50 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possSde une affinity d'au moins 10 5 1 mole" 1 vis-a-vis du 
r6cepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou eventuellement par 20 k 
100 molecules de signal de reconnaissance pour 200 residus de lysine lorsque 
25 ladite molecule signal possede une affinity inferieurel 10 5 1 mole" 1 vis a vis du 

susdit r6cepteur, 

- I'acide nucleique pr&ente une masse mol6culaire d'environ 10 6 k 
environ 10 8 , et notamment de 3.10 6 k 30.10 6 , 

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de l'acide 
30 nucieique par molecule de motif de monom&re, notamment la lysine est 

d'environ 0,2 k environ 6, de preference d'environ 0,4 k environ 0,6. 

12. Conjugu6 polymerique charge positivement, contenani des motifs 
portant des fonctions NH3+ libres, et 6tant tel que : 

35 - les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomferes sont substitutes 

dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucieaire, par des residus entralnant en milieu faiblement acide une 



WO 98/22610 



PCTYFR97/D2022 



ddstabilisation des membranes cellulaires, notamment la membrane des v&icules 
d f ndocytose, 

- les susdits residus possedant en outre les propri&& suivantes : 

. ils comportent un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixfa an 
susdit polymere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire celluiaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monom&res pouvant toe 
ggalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugufi polymfirique non substituS, 
facilitant le relargage de l'acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils component au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire celluiaire, 

. les groupes hydroxyles des susdits r&idus non charges pouvant toe 
substitues par au moins une molecule qui constitue un signal de 
— reconnaissance reconnu par un recepteiu* membranaire celluiaire, — — 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire celluiaire dtant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres 
des susdits motifs monomeres (par exemple E-NH3+ des lysines), 

. soit sur certains des susdits r&idus non chargds entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits rdsidus non charges, entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une 
d£stabilisation des membranes cellulaires (par exemple imidazole 
ac&yl), 

. soit par substitution de la fonction NH3+ 6ventuelle, libre des 
susdits r&idus entrainant une d6stabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3"** libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymSrique du susdit conjugu6 
polymfirique. 
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13. Conjugu6 polym6rique selon la revendication 12, et tel que d6fini 
selon 1'une des revendications 2 ou 3, ou contenant un groupement polymerique 
de fonnule selon Tune des revendications 4 ou 5. 

14. Utilisation d'un complexe selon Tone des revendications 1 a 11, ou 
d'un conjugue selon Tune des revendications 12 ou 13, pour la transection in 
vitro, ex vivo ou in vivo de cellules & Taide d'un g£ne, notamment ceux dfifinis k 
la revendication 6. 

15. Utilisation d'un complexe ou d'un conjuguS selon la revendication 11, 
caracterise en ce que les cellules sont choisies panni: 

- des cellules souches hfimatopoietiques; 

- des cellules dendritiques, 

- cellules du foie; 

- cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 
. fibroblastes, 
. k£ratinocytes, 
. cellules dendritiques, 

20 — — — ~ — .melanocytes. — = — — 

- cellules des parois vasculaires; 
. endoth61iales; 
. musculaires lisses; 

- cellules epith£liales des voies aeriennes; 

- cellules du systfcme nerveux central; 

- cellules canc6reuses; 

- cellules du systeme immunitaire, telles que des lymphocytes, des 
macrophages, des cellules NK etc.*. 

16. M6thode de transfection in vitro ou ex vivo, caract£risee en ce que Ton 
met en presence un complexe, selon l'une quelconque des revendications 1 4 11, 
dans un milieu contenant des cellules & transferer, dans des conditions telles 
qu'ilya: 

- passage du complexe & partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

- relargage de Tacide nucleique impliqu£ dans le susdit complexe dans 
le cytosol et/ou le noyau des cellules, 
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- transcription et expression de Tacide nucleique dans les cellules 
transfectees 

- expression de la proteine correspondant au gene transfecte. 

17. Composition pharmaceutique, caract6ris& en ce qu'elle comprend k 
titre de substance active, Tun au moins des complexes selon Tune quelconque 
des revendications 1 k 11, ou Tun au moins des conjugufe selon Tune des 
revendications 12 ou 13, en association avec un v^hicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

18. Utilisation d'un complexe selon Tune des revendications 1 k 11, ou 
d'un conjugu6 selon Tune des revendications 12 ou 13, pour la preparation d'un 
medicament destine par exemple au traitement de dfificience m6tabolique £ 
cong£nitale ou acquise, ou au traitement de tumeurs, ou pour la preparation d'un 
vaccin, par exemple vaccin contre la grippe. 

19. Trousse ou kit comprenant: 

- un conjugu6 polym&ique selon Tune des revendications 12 ou 13, tel que 
la polyiysine, substitute par un r&idu entrainanl en milieu foiblement acide une 

-Tidstabilisatioirdes^embr^^ 

comporter eventuellement un signal de reconnaissance, lequel est prdalablement 
fixfi ou non sur le susdit conjugu6 polym6rique, ledit signal de reconnaissance 
£tant fonction de la cellule k cibler, 

- Eventuellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
6ventuellement le systeme de regulation de 1'expression du susdit gfene, 

- des reactifs permettant la fixation eventuelle du signal de reco nnaissan ce 
sur le susdit conjugu6 polym6rique, 

- des reactifs permettant la formation d'un complexe selon Tune des 
revendications 1 a 11, ou entre le conjugue polymdrique et le gfene k transferer, 
ou entre le conjugu6 polymerique et un plasmide contenant le gene k transferer, 

- des r6actifs permettant la transaction de la cellule par le susdit 
complexe. 
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